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RESUMO 
 
A indústria têxtil é responsável pela geração de grandes quantidades de 
efluentes, os quais possuem elevada concentração de corantes. Estes 
corantes, em geral, são de difícil tratamento e, quando lançados no 
ambiente, podem provocar sérios efeitos adversos. Os sistemas 
oxidativos, dentre eles os sistemas que utilizam enzimas, vêm sendo 
muito estudados como alternativa para o tratamento de efluentes têxteis, 
dada a capacidade de degradação de compostos cromóforos, e por não 
demandarem insumos químicos de elevado impacto ambiental, quando 
comparado aos processos tradicionalmente utilizados na indústria têxtil. 
Entretanto, estudos têm mostrado que alguns processos oxidativos 
podem gerar compostos mais tóxicos que a espécie química inicial. 
Neste trabalho, foi estudada a remoção de cor de soluções de corantes 
têxteis (Azul Turqueza Remazol G, Preto Remazol B133%, Azul 
Brilhante Remazol, Vermelho Brilhante Remazol 3BS-A 150% e 
Vermelho CQ4BL) utilizando a enzima Horseradish peroxidase (HRP). 
Foi avaliada a toxicidade destas soluções de corante antes e após o 
processo de degradação enzimática, frente aos organismos testes: o 
microcrustáceo Daphnia magna, a alga Euglena gracilis e a bactéria 
Vibrio fischeri. A enzima HRP promoveu remoção de cor em 95% das 
soluções do corante têxtil Azul Brilhante, 90% do Azul Turqueza 
Remazol G, 87% corante Preto Remazol B133% e apenas 20% do 
Vermelho CQ4BL. Para o corante Vermelho Brilhante não foi 
observada nenhuma remoção de cor. A toxicidade aguda de todos os 
corantes têxteis estudados, frente aos organismos D. magna e V. 
fischeri, aumentou após o tratamento enzimático. As soluções de corante 
Azul Brilhante Remazol e Preto Remazol foram as que apresentaram 
maior toxicidade aguda frente à D. magna (FT 16) e ao V. fischeri, (FT 
32) após o tratamento enzimático, respectivamente. No teste de 
toxicidade com a alga Euglena gracilis o rendimento fotossintético não 
foi inibido por nenhum dos corantes. Nos testes crônicos utilizando o 
organismo D. magna, o corante Vermelho CQ4BL foi o único que não 
alterou a fecundidade do organismo teste. 
 
Palavras-chave: Indústria têxtil, Corantes, Horseradish peroxidase, 
Toxicidade. 
 
 
 
ABSTRACT 
The textile industry is responsible for the generation of large amounts of 
effluent, which have high charge dyes. These dyes are usually difficult 
to treat and when released into the environment may cause serious 
adverse effects. The oxidative systems, including systems that use 
enzymes have been widely studied as an alternative for the treatment of 
textile effluents, in view of the degradation ability of the chromophores 
compounds and does not demand it chemical inputs high environmental 
impact when compared to the processes traditionally used in the textile 
industry. However, studies have shown that some oxidative processes 
can generate more toxic compounds that initial chemical species. In this 
work, the color removal of textile dyes solutions using horseradish 
peroxidase (HRP) (Remazol Turquoise Blue G - Blue 21, Remazol 
Black B 133% - Reactive Black 5, Remazol Brilliant Blue - Reactive 
Blue 19, Remazol Brilliant Red 3BS 150% - Reactive Red 239 and Red 
CQ4BL - Red 195). The toxicity of such dye solutions was evaluated 
before and after the enzymatic degradation process to compared to the 
test organisms: micro crustacean Daphnia magna, the algae Euglena 
gracilis and bacteria Vibrio fischeri. The HRP enzyme promoted color 
removal in 95% solutions of the textile Brilliant Blue dye, 90% 
Remazol Turquoise Blue G, Remazol Black B 133% dye 87% and only 
20% Red CQ4BL. For Brilliant Red 3BS 150% dye was not observed 
any color removal. In all textile dyes were evaluated studied the acute 
toxicity of indicator organisms, D. magna and V. fischeri which were 
observed in the increased toxicity after enzymatic treatment. The 
Remazol Brilliant Blue dye solutions and the Remazol Black B 133%, 
showed the highest toxicity against organism D. magna (16 FT) and V. 
fischeri, (FT 32) after enzymatic treatment, respectively. In toxicity tests 
with algaeEuglena gracilis photosynthetic yield was not inhibited by 
any of the dyes. In chronic tests using the D. magna, the dye Red 
CQ4BL was the only one that did not affect the fertility of the test 
organism. 
Keywords: Textile industry, dyes, Horseradish peroxidase, toxicity 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Os efeitos das ações antrópicas representam uma grande 
preocupação com a poluição e as consequentes mudanças do 
ecossistema do planeta (AZEVEDO; CHASIN, 2009). 
Dentro do contexto do fenômeno da poluição ambiental, cabe à 
indústria têxtil um lugar de destaque, principalmente, em função de seu 
elevado consumo de água e da geração de grandes volumes de resíduos, 
contendo elevada carga orgânica e intensa coloração, proveniente dos 
corantes que, muitas vezes, apresentam potencial carcinogênico e 
mutagênico (SOUZA, 2006). 
De acordo com Baban et al. (2003) cerca de 10 a 15% do total 
de corante usado nos processos de tingimento não se fixam às fibras e 
são eliminados nos efluentes. Estes corantes têxteis, quando lançados no 
ambiente causam grande impacto, principalmente por serem de difícil 
degradação (PEIXOTO et al., 2013). 
Devido à preocupação com o impacto ambiental e a necessidade 
da utilização de corantes pelas indústrias têxteis durante os últimos anos, 
vários estudos têm surgido para desenvolver novas tecnologias que 
permitam degradar compostos presentes em rejeitos industriais têxteis 
(REIS, 2009; PEIXOTO et al., 2013). 
No que diz respeito ao tratamento de efluentes, os processos 
oxidativos vêm sendo vistos como uma tecnologia promissora, pois 
promovem a degradação de substâncias orgânicas recalcitrantes aos 
processos tradicionais. Dentro desta classe de tratamento, destacam-se 
os processos enzimáticos. Cada vez mais é reconhecido o uso das 
enzimas em processos de remediação para tratamento de poluentes 
específicos. Estas podem atuar em compostos recalcitrantes para 
removê-los por precipitação ou transformação em outros produtos, de 
fácil biodegradação (DURAN; ESPOSITO, 2000). Recentes publicações 
têm reportado alta eficiência de algumas enzimas no tratamento de 
efluentes, principalmente, lacases e peroxidases (SILVA et al., 2012; 
PACHECO; SOARES, 2014, ALMEIDA et al., 2012). Entretanto, é 
importante destacar que estes processos podem gerar compostos 
intermediários potencialmente mais tóxicos que os compostos originais 
presentes no efluente. 
Tradicionalmente, o monitoramento de efluentes tem sido 
realizado através dos parâmetros físico-químicos, entretanto, estes 
parâmetros são indicadores globais, pois através destes não é possível a 
determinação química de todos os componentes existentes na amostra de 
água para avaliar possíveis efeitos aos seres vivos (CUBAS; MORAES, 
2011; RUBINGER, 2009). Com o objetivo de suprir estas limitações e 
complementar os resultados de análises físico-químicas, têm sido 
desenvolvidos e aplicados ensaios com organismos vivos como 
indicadores de efeitos tóxicos (CUBAS e MORAES, 2011; 
RUBINGER, 2009; FENT, 2003).  
Segundo Silva Filho et al. (2007) a formação de metabólitos 
durante a degradação de corantes pode ser monitorada por meio dos 
testes que utilizam organismos sensíveis às substâncias tóxicas como 
bioindicadores. O estabelecimento de correlações entre a toxicidade de 
compostos presentes em efluentes e a toxicidade do efluente após um 
tratamento, frente a organismos indicadores nos ensaios biológicos, é 
uma ferramenta muito útil que permite avaliar a remoção de substâncias 
tóxicas (DAMATO et al., 2006). 
De acordo com Cubas e Moraes (2011) não há uma necessária 
relação entre os valores de parâmetros físico-químicos e avaliações de 
toxicidade, sendo assim, é de fundamental importância a realização de 
ensaios de toxicidade, presentes na legislação e ainda não adicionados 
na grade analítica na maioria das empresas. Os testes de toxicidade estão 
presentes tanto na legislação nacional (CONAMA), que discorre sobre 
testes agudos e crônicos, quanto na legislação Estadual (FATMA), em 
que são citados somente os testes agudos. 
Costa et al. (2008) enfatizam que os testes de toxicidade não 
substituem as análises químicas tradicionais, pois possuem funções 
distintas e complementares. Enquanto as análises químicas identificam e 
quantificam as concentrações das substâncias tóxicas, os testes de 
toxicidade avaliam o efeito destas substâncias sobre sistemas biológicos. 
Muitas espécies vêm sendo empregadas internacionalmente em 
testes de toxicidade. Dentre os principais grupos de organismos 
utilizados em ensaios laboratoriais, destacam-se: microalgas, 
microcrustáceos, equinóides, poliquetas, oligoquetas, peixes e bactérias, 
representando os mais diversos ecossistemas e níveis tróﬁcos 
(MAGALHÃES; FERRÃO FILHO, 2008). De acordo com Gomes 
(2007), diferentes espécies possuem susceptibilidades diferentes, de 
acordo com o seu metabolismo, hábitos alimentares, comportamento, 
fase de desenvolvimento e muitos outros aspectos. Para uma avaliação 
mais adequada, Guimarães et al. (2004) recomendam o uso de uma 
bateria de ensaios que utilizem organismos representantes de diferentes 
níveis da cadeia alimentar. 
Devido à facilidade de execução, curta duração e baixo custo, 
os ensaios de toxicidade aguda foram os primeiros a serem 
desenvolvidos e, portanto, constituem a base de dados ecotoxicológicos 
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(RUBINGER, 2009). Entretanto, os testes crônicos são importantes e 
complementares aos testes agudos, pois a ausência de efeito agudo não 
caracteriza ausência de efeito sobre a biota (BRENTANO, 2006). 
 Tendo em vista que os processos oxidativos podem gerar 
compostos mais tóxicos que a substância inicial, e que as análises físico-
químicas não conseguem prever o potencial tóxico desses compostos, é 
de fundamental importância avaliar a toxicidade de substâncias e 
efluentes frente a organismos-teste. 
Os estudos sobre a degradação de corantes por enzimas 
peroxidases presentes na literatura, em geral, são superficiais, e, os 
estudos sobre os compostos gerados na degradação destes corantes ainda 
são bastante escassos, mesmo para os corantes mais utilizados pelas 
indústrias. Sendo que, não foi encontrado nenhum estudo a respeito da 
toxicidade crônica dos corantes estudados. 
Este trabalho traz um estudo detalhado sobre os fatores que 
influenciam na remoção de cor de soluções de quatro corantes 
comumente utilizados pela indústria têxtil pela enzima Horseradish 
peroxidase (HRP), e caracteriza toxicologicamente as soluções de 
corantes e seus produtos de degradação. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Este trabalho tem como objetivo estudar a remoção de cor de 
soluções dos corantes têxteis (Azul Turqueza Remazol G - Blue 21, 
Preto Remazol B133% - Reative Black 5, Azul Brilhante Remazol - 
Reactive Blue 19, Vermelho Brilhante Remazol 3BS-A 150% - Reactive 
Red 239 e Vermelho CQ4BL - Red 195) utilizando a enzima 
Horseradish peroxidase (HRP) e avaliar a toxicidade resultante deste 
processo. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Determinar a influência da concentração de enzima, 
concentração de peróxido de hidrogênio, pH, temperatura e 
concentração de corante nas reações de degradação de corantes 
utilizando a enzima HRP; 
 Determinar as melhores condições de reação para a remoção de 
cor das soluções de corantes com o uso da HRP; 
 Realizar o estudo da cinética de degradação das soluções de 
corante, determinando o modelo cinético que o represente; 
 Caracterizar toxicologicamente os corantes antes e após o 
tratamento enzimático, através de testes de toxicidade aguda, 
frente aos organismos: Daphnia magna, Vibrio fischeri e 
Euglena gracilis, e testes de toxicidade crônica, frente ao 
microcrustáceo Daphnia magna. 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1. Indústria Têxtil  
 
De acordo com a Associação Brasileira da Indústria Têxtil e de 
Confecção (ABIT, 2012), a indústria têxtil é o segundo maior 
empregador da indústria de transformação no Brasil, perdendo apenas 
para alimentos e bebidas (juntos), e representa 16,4% dos empregos e 
5,5% do faturamento da Indústria de Transformação. Existem cerca de 
30 mil empresas formais em todo o País; sendo este o quarto maior 
parque produtivo de confecção do mundo e o quinto maior produtor 
têxtil. 
Santa Catarina é o segundo maior polo têxtil e do vestuário do 
Brasil. Neste polo, está estabelecida a maior empresa brasileira 
fabricante de camisetas de malha e a segunda maior do mundo, sendo, 
também, o maior produtor de linhas para crochê e fitas elásticas da 
América Latina, destacando-se na produção de artigos de cama, mesa e 
banho. A região do Vale do Itajaí e o Norte catarinense se destacam no 
segmento têxtil bem como no de confecções. Neste último, acrescenta-
se também a região Sul de Santa Catarina (FIESC, 2011). 
A indústria têxtil cresceu muito nos últimos anos e  apresenta 
significativa importância para a economia do Brasil, com geração de 
riquezas e empregos. Porém, ela se destaca, também, pelo elevado 
consumo de água e pela geração de grandes volumes de efluentes, os 
quais, quando não corretamente tratados, podem causar sérios 
problemas de contaminação ambiental (FREIRE; FREITAS, 2010; 
KUNZ et al., 2002). 
 
3.1.1 Efluentes Têxteis  
 
De acordo com Forgiarini (2006), do ponto de vista ambiental, a 
indústria têxtil apresenta grande potencial de poluição, dado o elevado 
consumo de corantes durante a etapa de tingimento, e ao consumo de 
aditivos (ligantes, fixadores, antiespumantes, espessantes, amaciantes, 
resinas, antiestáticos, antichamas e antifungos) durante as etapas de pré-
tingimento e armazenagem. 
A Indústria Têxtil é uma das grandes geradoras de poluição 
através de seus efluentes aquosos altamente coloridos (GONÇALVES, 
2007). Os efluentes provenientes dessa indústria apresentam, além de 
elevados níveis de coloração, alta demanda química de oxigênio (DQO) 
e sólidos suspensos. Dentre estes, o problema da coloração, em especial, 
tem atraído a atenção de pesquisadores, ambientalistas e governos 
(FORGIARINI, 2006).  
Quando não tratados adequadamente, os efluentes têxteis podem 
modificar o ecossistema, diminuindo a transparência da água e a 
penetração da radiação solar, o que pode modificar a atividade 
fotossintética e a solubilidade dos gases (ZANONI; CARNEIRO, 2001). 
A implementação de Leis e Normas Ambientais cada vez mais 
restritivas, e a criação de mercados cada vez mais competitivos vem 
exigindo que as empresas sejam mais eficientes do ponto de vista 
produtivo e ambiental, ou seja, o aumento da produção industrial deverá 
estar aliado a um menor gasto de insumos e menor geração de poluentes 
(FREIRE e FREITAS, 2010). 
 Os principais compostos recalcitrantes presentes no efluente 
têxtil são representados pelos corantes sintéticos, entreos quais , os 
corantes azo são considerados os mais prejudiciais devido ao seu caráter 
mutagênico e carcinogênico (KUNZ et al., 2002). 
 
3.1.2 Corantes Têxteis 
 
A origem dos corantes têxteis é incerta, mas há indicações de 
seu uso pelo homem desde os primórdios das civilizações. Sua presença 
foi detectada em amostras de tecidos de tumbas egípcias e antigos 
hieróglifos datados de 2500 a.C (ZANONI; CANEIRO, 2001). 
Atualmente, mais de 90% dos corantes empregados são 
sintéticos. A maior parte dos corantes fabricados vai para a indústria 
têxtil; mas as indústrias de artefatos de couro ou de papel, indústrias 
alimentícias, de cosméticos, tintas e plásticos também são usuários 
importantes (ALMEIDA, 2006). 
A molécula do corante utilizada para tingimento da fibra têxtil 
pode ser dividida em duas partes principais, o grupo cromóforo, 
responsável pela cor, e o grupo funcional que permite a fixação nas 
fibras do tecido (DURÁN; ESPÓSITO, 2000; KUNZ et al., 2002). 
Existem vários grupos cromóforos utilizados atualmente na 
síntese de corantes, como: antraquinona, nitro e azo. No entanto, o 
grupo mais representativo e largamente empregado pertence à família 
dos azocorantes, grupo caracterizado por apresentarem um ou mais 
grupamentos –N=N – ligados a aromáticos (KUNZ et al., 2002; 
VASQUES, 2008). 
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3.1.2.1 Classificação dos Corantes têxteis 
 
A classificação dos corantes quanto à sua fixação na fibra, 
segundo Guarantini e Zanoni (2000) é dada por: 
 Corantes Reativos - são corantes contendo um grupo 
eletrofílico (reativo) capaz de formar ligação covalente com 
grupos hidroxila das fibras celulósicas, com grupos amino, 
hidroxila e tióis das fibras proteicas, e também com grupos 
amino das poliamidas. Existem numerosos tipos de corantes 
reativos, porém os principais contêm o grupamento azo e 
antraquinona como grupos cromóforos e os grupos 
clorotriazinila (clorotriazina) e sulfatoetilsulfonila (vinilsulfona) 
como grupos reativos. Neste tipo de corante, a reação química 
se processa diretamente através da substituição do grupo 
nucleofílico pelo grupo hidroxila da celulose  
Este grupo de corantes apresenta como característica uma alta 
solubilidade em água e o estabelecimento de uma ligação covalente 
entre o corante e a fibra, cuja ligação confere maior estabilidade na cor 
do tecido tingido quando comparado a outros tipos de corante, em que o 
processo de coloração se opera através de ligações de maior intensidade. 
 Corantes Diretos - Este grupo de corantes caracteriza-se como 
compostos solúveis em água capazes de tingir fibras de celulose 
(algodão, viscose, etc.) através de interações de Van der Waals. 
A afinidade do corante é aumentada pelo uso de eletrólitos, pela 
planaridade na configuração da molécula do corante ou a dupla ligação 
conjugada que aumenta a adsorção do corante sobre a fibra. Esta classe 
de corantes é constituída, principalmente, por corantes contendo mais de 
um grupo azo (diazo, triazo e etc.) ou pré–transformados em complexos 
metálicos. 
 Corantes Ácidos - O termo corante ácido corresponde a um 
grande grupo de corantes aniônicos portadores de um a três 
grupos sulfônicos. Estes grupos substituintes ionizáveis tornam 
o corante solúvel em água, e têm importância fundamental no 
método de aplicação do corante em fibras proteicas (lã, seda) e 
em fibras de poliamida sintética. No processo de tintura, o 
corante previamente neutralizado (solução contendo cloreto, 
acetato, hidrogenossulfato, etc.) se liga à fibra através de uma 
troca iônica envolvendo o par de elétrons livres dos grupos 
amino e carboxilato das fibras proteicas, na forma não-
protonada. Estes corantes caracterizam-se por substâncias com 
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estrutura química baseada em compostos azo, antraquinona, 
triarilmetano, azina, xanteno, quetonimina, nitro e nitroso, que 
fornecem uma ampla faixa de coloração e grau de fixação. 
 Corantes de Enxofre - É uma classe de corantes que, após a 
aplicação, se caracterizam por compostos macromoleculares 
com pontes de polissulfetos (- Sn-), os quais são altamente 
insolúveis em água. Em princípio, são aplicados após pré-
redução em banho de ditionito de sódio, o que lhes confere a 
forma solúvel, são reoxidados, subsequentemente, sobre a fibra 
pelo contato com ar. Estes compostos têm sido utilizados, 
principalmente, na tintura de fibras celulósicas, conferindo 
cores preta, verde oliva, azul marinho e marrom, apresentando 
boa fixação. Entretanto, estes corantes, usualmente, apresentam 
resíduos altamente tóxicos. 
 Corantes Azóicos - São compostos coloridos, insolúveis em 
água, que são, na realidade sintetizados sobre a fibra durante o 
processo de tingimento. Neste processo, a fibra é impregnada 
com um composto solúvel em água, conhecido como agente de 
acoplamento (e.g. naftol), que apresenta alta afinidade por 
celulose. A adição de um sal de diazônio (RN2 +) provoca uma 
reação com o agente de acoplamento já fixado na fibra e produz 
um corante insolúvel em água. 
O fato de usar um sistema de produção do corante diretamente 
sobre a fibra, através da combinação de um corante precursor sem 
grupos sulfônicos e a formação de um composto solúvel, permite um 
método de tingimento de fibras celulósicas (especificamente alongadas) 
com alto padrão de fixação e alta resistência contra luz e umidade. 
Corantes azoicos compreendem uma importante classe de com-
postos orgânicos sintéticos. Representam cerca de 50% da produção 
mundial de corantes e são amplamente utilizados em diferentes tipos de 
indústrias, tais como curtumes, indústrias têxteis, alimentícias, de 
cosméticos e de papel, sendo a indústria têxtil o maior consumidor 
(SLEIMAN et al., 2007).  
 
3.2 Tratamento de Efluentes/Corantes Têxteis 
 
A indústria têxtil tem sido alvo de muitas pesquisas, 
principalmente, no que concerne ao tratamento de seus efluentes. 
Efluentes têxteis apresentam alta complexidade, pois possuem diferentes 
composições físicas e químicas, grande diversidade de corantes 
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sintéticos e distintas potencialidades de toxicidade, tornando-os um dos 
mais difíceis de tratamento e um dos mais poluentes (MARTINS et al., 
2011). 
Na grande maioria das vezes, estações convencionais de 
tratamento biológico de efluentes possuem remoção insuficiente de 
corantes, uma vez que são substâncias orgânicas não biodegradáveis. 
Desse modo, a remoção necessária da matéria orgânica e da cor, para 
atendimento da legislação ambiental, exige a implantação de unidades 
de tratamento mais caras, tais como floculação-precipitação, adsorção 
em carvão ativado, evaporação, oxidação química, combinados ou não 
ao processo biológico. Entretanto, muitas dessas tecnologias somente 
transferem o corante de fase, não resolvendo essencialmente o problema 
(MARCELINO et al., 2103). Apesar destes sistemas apresentarem uma 
eficiência relativamente alta, apresentando bons resultados na redução 
carbonácea e permitindo a remoção de, aproximadamente, 80% da carga 
de corantes, eles têm como inconveniente a alta produção de lodo, a 
necessidade de disponibilização de grandes áreas para implantação do 
processo de tratamento e de aterros sanitários industriais para disposição 
do lodo. O problema relacionado com o acúmulo de lodo torna-se 
crítico, uma vez que o teor de corantes adsorvido é bastante elevado, 
impedindo qualquer possibilidade de reaproveitamento. Diante do 
conhecimento do perigo potencial que esses efluentes têxteis apresentam 
para o meio ambiente, faz-se necessário o desenvolvimento de processos 
alternativos e eficientes de tratamento.  (KUNZ et al.,2002; 
HASSEMER; SENS, 2002).  
De acordo com Chacko e Subramaniam (2011), a remoção de 
cor, especialmente a partir de efluentes têxteis, tem sido um grande 
desafio ao longo das últimas décadas, pois, até agora não existe um 
tratamento único e economicamente atraente que pode efetivamente 
descorar esses efluentes. Sendo assim, o estudo e desenvolvimento de 
processos alternativos e de alta eficiência para o tratamento de efluentes 
industriais é de extrema importância (KUNZ et al., 2002; SILVA et al., 
2012). 
 
3.2.1 Tratamento de Efluentes/Corantes Têxteis por Processos 
Enzimáticos 
 
A utilização de enzimas no tratamento de efluentes têxteis, 
comparados aos processos ditos convencionais, oferece, como principais 
vantagens, a aplicação a compostos tóxicos ou recalcinantes e a 
operacionalidade em faixas mais amplas de concentração de 
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contaminantes, de pH, de temperatura ou de salinidade. Outras 
vantagens são a ausência de produção de biomassa, a não ocorrência de 
variações bruscas da carga orgânica e a ausência de período de 
aclimatação (FORGIARINI, 2006, ANSELMO et al., 2008). Couto e 
Toca-Herrera (2006) destacam que a procura de tecnologias de oxidação 
eficientes e verdes aumentou o interesse na utilização de enzimas para 
substituir os convencionais métodos não biológicos. 
Recentemente, a abordagem enzimática tem atraído muito 
interesse na descoloração/degradação de corantes têxteis e outros 
corantes industrialmente importantes de águas residuais (HUSAIN, 
2006). O’Brien e O’Fagain (2000) destacam que a abordagem 
enzimática tem muitas vantagens em relação aos procedimentos 
convencionais (tais como extração por solventes e adsorção em carvão 
ativado), que são eficazes mas que demandam alto custo, incompleta 
purificação, a formação de subprodutos perigosos e aplicabilidade 
apenas a uma gama de concentração limitadas. 
A maior parte dos processos de degradação de poluentes 
orgânico envolve reações de oxidação, sendo então natural que as 
enzimas ligadas a esta classe despertem um interesse especial por parte 
dos pesquisadores (ANSELMO et al., 2008).  
 
3.3 Enzimas 
 
Enzimas são catalizadores biológicos que aumentam a 
velocidade das reações químicas ao diminuírem a energia de ativação. 
As enzimas são, em sua maioria, proteínas. Essas proteínas são 
formadas por sequências de aminoácidos unidos por ligações peptídicas. 
A variedade de aminoácidos existentes e sua combinação são 
responsáveis pela grande diversidade das enzimas.  
As enzimas, como catalisadores biológicos, apresentam diversas 
vantagens relativas aos seus congéneres químicos, em particular a régio- 
e estéreo-seletividade que conduzem à formação que produtos 
enantiomericamente puros. Estes biocatalisadores são também eficientes 
do ponto de vista energético, pois operam a temperaturas e pressões 
moderadas (CABRAL et al., 2003). 
De acordo com Devlin (2011) as enzimas são catalisadores 
eficientes, que atuam não só aumentando a velocidade de conversão de 
substrato em produto, mas também reconhecendo uma estrutura química 
específica na presença de estruturas semelhantes, para produzir um 
produto especifico. 
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3.3.1 Classificação das Enzimas 
 
Em 1883 para a designação de enzimas, o Duclaux propôs o uso 
do sufixo “ase” para acrescentar a um termo que designa a substância a 
qual atua esta enzima. Esta é a base de um sistema de nomenclatura 
usado até hoje (CABRAL et al., 2003). 
Em 1961, a comissão para enzimas (Enzyme Commission – 
EC) da União Internacional de Bioquímica estabeleceu uma 
classificação e nomenclatura de enzimas, que desde então, têm sido 
regularmente revisadas (CABRAL et al., 2003). 
As enzimas são divididas em seis grupos, de acordo com o tipo 
de reação que catalisam, conforme a tabela 1. Cada um desses grupos é 
ainda subdividido em classes e subclasses, numeradas de tal forma que 
cada enzima possa ser identificada sem ambiguidade (BORZANI et al., 
2001). 
 
Tabela 1. Nomenclatura e classificação das enzimas 
1° dígito Classe da enzima Tipo de reação catalisada 
1 Oxido-redutase Reação de oxi-redução 
2 Transferase Transferência de 1 átomo ou 
grupo entre moléculas 
3 Hidrolase Reações de hidrólise 
4 Liase Remoção de um grupo de 
uma molécula (sem ser por 
hidrólise) 
5 Isomerase Reações de isomerização 
6 Ligase Reações de síntese acopladas 
à hidrólise de 1 molécula de 
ATP 
 
Cada enzima possui um código que contém 4 elementos 
precedidos das letras EC. O primeiro dígito indica a classe à qual a 
enzima pertence, e os seguintes referem-se respectivamente à subclasse, 
subsubclasse e ao ordenamento da enzima dentro da categoria 
(CABRAL et al., 2003). 
 
3.3.2 Peroxidases  
 
As peroxidases são hemoproteínas produzidas por 
microrganismos e por plantas que catalisam reações de oxidação e 
requerem a presença de peróxidos, como o peróxido de hidrogênio. 
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Incluem-se neste grupo a peroxidase de rábano silvestre (Horseradish 
peroxidase - HRP) de origem vegetal e as lignina-poroxidases (LiP), as 
cloro-peroxidases (CPO) e as manganês-peroxidases (MnO) que são, em 
geral, de origem fúngica, geralmente dos fungos classificados como 
fungos de decomposição branca (ANSELMO et al., 2008). A fonte 
comercial mais utilizada de peroxidase é a raiz forte, que é geralmente 
cultivada e colhida em países de clima frio (MACIEL et al., 2006).  
A peroxidase de raiz forte ou a HRP (EC 1.11.1.7) é a 
peroxidase vegetal mais conhecida e melhor caracterizada até o 
momento. É uma glicoproteína heme que contêm ferro (III) 
protoporfirina IX como o grupo prostético e possui massa molecular de 
40000 g/mol (DUNFORD, 1999; MONTIBELLER, 2012). A estrutura 
da enzima está apresentada na Figura 1. 
 
Figura 1. A) Grupo prostético heme das peroxidases; B) Estrutura 
tridimensional da HRP mostrando o grupo heme (de cor vermelha) no sítio ativo 
da molécula entre dois átomos de cálcio (esferas azuis). 
A 
 
 
 
 
B 
 
Fonte: VEITCH, 2004. 
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O ciclo catalítico da HRP ocorre por meio de um mecanismo 
complexo em três etapas, conforme apresentado na Figura 2. Na 
primeira etapa, a enzima nativa na forma férrica é oxidada por H2O2 
formando um composto oxidado intermediário (Composto-I) na forma 
oxi-ferril. Na segunda etapa a forma oxidada da enzima (Composto-I) é 
então reduzida à sua forma nativa (Composto-II) pela transferência de 
um elétron do substrato (ex: lignina) formando um radical livre. Na 
terceira etapa a transferência de elétron de uma molécula de substrato 
para enzima faz com que esta retorne a sua forma inicial. O (composto 
III) refere-se à forma inativa da enzima (NICELL; WRIGHT, 1997; 
SCHMITT, 2010; FORGIARINI; 2006). 
Os radicais livres formados durante o ciclo são reativos e 
tendem a iniciar uma reação espontânea, em cadeia, em que as 
moléculas aromáticas são ligadas formando um produto poliaromático 
com solubilidade reduzida (2AH• → A2H2(s) ↓), o que explicaria a 
precipitação do corante pela ação de peroxidases (SILVA, 2012). 
 
Figura 2. Ciclo catalítico da peroxidase. 
 
Fonte: FORGIARINI, 2006. 
 
3.3.2.1 Peroxidases no Tratamento de Corantes Têxteis 
 
A baixa especificidade e o alto potencial redox das peroxidases 
permitem o seu uso na degradação de muitos compostos poluentes 
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orgânicos, como compostos aromáticos organoclorados, corantes 
sintéticos, pesticidas, resíduos industriais das refinarias de petróleo e da 
indústria de polpa e de papel, dentre outros (ANSELMO et al., 2008). 
De acordo com Bhunia et al. (2001) a peroxidase de rábano (HRP) é 
conhecida por degradar certos compostos orgânicos recalcitrantes, como 
fenóis e fenóis substituídos. 
Bhunia et al. (2001) mostraram pela primeira vez que a HRP é 
eficaz em degradar e precipitar corantes azóicos industrialmente 
importantes. A HRP mostrou especificidade para uma larga variedade 
de corantes azo: azul remazol, violeta remazol, azul cibacron, vermelho 
cibacron e violeta cristal. 
Os estudos de Mohan et al. (2005) e Maddhinni et al. (2006) 
mostraram a capacidade da enzima HRP em degradar corantes na fase 
aquosa. Ambos os estudos investigaram a remoção de corantes 
catalisada por HRP extraída a partir de raízes de rábano. Mohan et al. 
(2005) utilizaram um azo corante ácido (Acid Black 10 BX) e o 
Maddhinni et al. (2006) utilizaram o corante direto amarelo 12. 
Forgiarin (2006) avaliou o potencial da enzima HRP, para a 
descoloração dos corantes: Turqueza Remazol G 133%, Azul Lanaset 
2R e Preto Remazol B e de um efluente têxtil. Os percentuais de 
redução de cor encontrados foram de 59% em 45 min para corante 
Turqueza Remazol G 133%, 94% em 5 min para o Azul Lanaset 2R, o 
corante Preto Remazol B não apresentou descoloração superior a 10% e 
para o efluente têxtil obteve-se uma redução de cor de 52%. 
Silva (2008) realizou o descoramento dos corantes têxteis: Azul 
Drimaren X-3LR (DMBLR), Azul Drimaren X-BLN (DMBBLN), 
Rubinol Drimaren X-3LR (DMR) e Azul Drimaren CL-R (RBBR) 
utilizando a enzima HRP, os percentuais de descoramento alcançados 
foram de 99, 77, 94 e 97%, respectivamente. 
Silva et al. (2010) utilizaram HRP extraída de nabo (Brassica 
campestre ssp. rapifera) para avaliar o grau de remoção de cor de 
efluentes sintéticos. Os corantes reativos Turqueza Remazol G 133% 
(CTR) e Remazol Brilliant Blue (RBBR) na concentração de 50 mg/L 
apresentaram descoloração de 37 e 58%, respectivamente. A remoção da 
cor de uma tricomia de corantes reativos contendo Remazol Brilliant 
Blue R, Remazol Vermelho Ultra (RVU) e Remazol Brilliant Orange 3R 
na concentração total de 50 mg/L foi de 40%. 
Zhang et al. (2012) utilizaram HRP industrializada na 
degradação do corante Orange II atingindo degradação de 95,8%. Os 
estudos realizados por Jamal et al. (2011) utilizando peroxidases de 
diferentes fontes indicam que os sistemas com estas enzimas podem ser 
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criados para descolorir um amplo espectro de corantes têxteis e não-
têxteis, e misturas de corantes sob diversas condições. 
 
3.3.2.2 Condições Ótimas da Atividade da Enzima HRP 
 
O desempenho da reação catalisada por HRP para a remoção do 
corante é dependente do tempo de reação, concentração de corante, 
concentração de enzima, concentração de H2O2 e pH da fase aquosa 
(MOHAN et al., 2005) 
Diferentes estudos indicam diferentes condições ótimas para 
remoção de cor de corantes têxteis utilizando a enzima HRP. As 
condições ótimas para degradação de azo corantes por HRP encontradas 
por Mohan et al. (2005) foram pH 2, tempo de 90 min, concentração de 
peróxido de hidrogênio de 0,6 µL/L e concentração de enzima de 4,41 
U/mL. 
Nos estudos de Bhunia et al. (2000), a atividade ótima da 
enzima ocorreu em pH 2,5.  
As condições ótimas de atuação da enzima HRP encontradas 
por Forgiarin (2006) para o corante Turqueza Remazol G 133% foram: 
pH na faixa de 4,0 a 5,0, quantidade de enzima de 5x10
-
³ mL de 
enzima/mL de solução (29,85 U/mL), 2x10
-3 
mmol/L de H
2
O
2
, 
concentração de corante de 100 mg/L e temperatura de 30ºC. 
 As melhores condições reacionais encontradas por Silva (2008) 
para os corantes estudados (Azul Drimaren X-3LR, Azul Drimaren X-
BLN, Rubinol Drimaren X-3LR e Azul Drimaren CL-R) foram: 
concentração do corante: 120 mg/L, temperatura: 35 ºC, concentração 
de H2O2: 0,55 mM e tempo de reação: 1 hora. 
Zhang et al. (2012) encontraram como condições ótimas de 
descoloramento do corante Orange II pela enzima HRP: pH 9,0, tempo 
de reação 40 min, HRP 0,80 U / mL, e 0,70 mM de H2O2. 
 
3.3.2.3 Toxicidade dos Efluentes/Corantes Tratados com a Enzima 
HRP 
 
Silva (2008) avaliou a toxicidade dos corantes Azul Drimaren 
X-3LR (DMBLR), Azul Drimaren X-BLN (DMBBLN), Rubinol 
Drimaren X-3LR (DMR) e Azul Drimaren CL-R (RBBR) antes e após o 
tratamento enzimático utilizando Daphnia pulex e Artemia salina como 
bioindicadores de toxicidade. Os resultados toxicológicos utilizando 
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Daphnia pulex não foram conclusivos, indicando que esse bioindicador 
não foi adequado para avaliar a toxicidade dos corantes estudados. Nos 
experimentos com a Artemia salina foi possível observar uma redução 
da toxicidade para os corantes DMBLR, DMR e RBBR após tratamento 
enzimático, e um aumento da toxicidade não significativo para o corante 
DMBBLN.  
Forgiarin (2006) avaliou a toxicidade, antes e após o tratamento 
enzimático, por HRP, de corantes e de um efluente têxtil, empregando-
se os microcrustáceos Artemia salina e Daphnia magna e o teste de 
inibição do crescimento da raiz de cebola (Allium cepa). A avaliação da 
toxicidade dos corantes têxteis evidenciou uma toxicidade mais elevada 
após o tratamento enzimático. A toxicidade do efluente têxtil apresentou 
uma redução após o tratamento enzimático, frente a todos os testes 
avaliados. 
Os resultados dos estudos citados acima mostraram que o uso 
de um processo de tratamento enzimático utilizando a enzima HRP é 
uma abordagem viável para a degradação de muitos corantes têxteis, 
entretando as condições ótimas encontradas são bastante divergentes e 
não se tem um consenso sobre o grau de toxicidade dos produtos 
resultantes deste tratamento enzimático.  
 
3.4 Ecotoxicologia Aquática 
 
3.4.1 Histórico e Conceitos 
 
A preocupação com a presença e a detecção de agentes tóxicos 
em ecossistemas aumentou drasticamente nos últimos anos, 
principalmente no ambiente aquático. A contaminação aquática por 
muito tempo foi avaliada utilizando somente as análises químicas como 
ferramenta, mas muitos anos de experiência demonstraram a 
inadequação de tal abordagem (MARTINS et al., 2007).  
Diante disto, foram desenvolvidos os estudos a respeito dos 
efeitos causados por substâncias químicas aos organismos vivos. Estes 
estudos têm sido chamados por alguns autores de toxicologia aquática 
e/ou ecotoxicologia, e os ensaios têm sido chamados de testes 
toxicológicos, testes ecotoxicológicos, testes de toxicidade aquática ou 
ainda de bioensaio ou ensaios biológicos. 
Os primeiros testes de toxicidade com efluentes industriais 
foram realizados entre 1863 e 1917, porém somente na década de 1930 
foram implementados alguns testes de toxicidade aguda com 
organismos aquáticos, com o objetivo de estabelecer a toxicidade de 
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substâncias químicas e despejos líquidos (ZAGATTO; BERTOLETTI, 
2006). 
Segundo Rand, Wells e McCarty (1995) a ecotoxicologia é 
muitas vezes utilizada de forma equivocada como sinônimo de 
Ecotoxicologia ambiental. Enquanto a ecotoxicologia ambiental engloba 
aos efeitos de compostos químicos ambientais e outros agentes sobre os 
seres humanos, a ecotoxicologia estuda os efeitos desses compostos 
sobre ecossistemas e seus componentes não humanos (AZEVEDO; 
CHASIN, 2009; RAND, WELLS; MCCARTY, 1995).  
A ecotoxicologia é uma ciência jovem em comparação com a 
toxicologia nos mamíferos. Enquanto o objetivo da toxicologia para os 
mamíferos é a de proteger os seres humanos da exposição à substâncias 
tóxicas e materiais em concentrações que são, ou podem estar, 
associadas a efeitos adversos, o objetivo da ecotoxicologia é proteger as 
populações e comunidades de várias espécies da exposição à diversas 
substâncias tóxicas em concentrações que são, ou podem estar, 
associadas a efeitos adversos (RAND; WELLS; MCCARTY, 1995). 
 A ecotoxicologia apresenta-se como uma ciência 
multidisciplinar que engloba várias áreas de estudo, principalmente 
ecologia, biologia e química (orgânica, analítica e bioquímica), mas 
também anatomia, genética, fisiologia, microbiologia, ciências dos 
solos, das águas e atmosféricas, epidemiologia, matemática, estatística, 
física e direito (PERIN, 2005; RUBINGER, 2009).  
De acordo com PERIN (2005) a ecotoxicologia é uma ciência 
que procura dar respostas às perguntas que surgem quando se tenta 
prever o destino da qualidade de vida humana ante o impacto dos 
compostos tóxicos provenientes da atividade antrópica. PRITCHARD 
(1993) destaca que desde a sua criação, a toxicologia aquática tem 
proporcionado uma visão crítica sobre o estado do meio ambiente e tem 
servido como alerta aos perigos potencialmente causados por poluentes 
ambientais. 
Martins et al. (2007) e Costa et al. (2008) destacam que a 
utilização de métodos biológicos para a avaliação da contaminação 
aquática tem se mostrado uma alternativa importante, uma vez que 
somente com as análises químicas não é possível avaliar o potencial de 
risco ambiental dos contaminantes. Magalhães e Pereirão Filho (2008) 
afirmam que somente os sistemas biológicos (organismos ou partes 
deles) podem detectar os efeitos tóxicos das substâncias.  
Os parâmetros de soma, utilizados nas análises químicas, como 
DQO (Demanda Química de Oxigênio), DBO (Demanda Bioquímica de 
Oxigênio) e COT (Carbono Orgânico Total) contribuem de forma 
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restrita na caracterização química das águas, pois estas análises 
abrangem diferentes grupos de substâncias com características e 
comportamentos químicos semelhantes, entretanto não permitem 
distinguir as substâncias individuais e nem avaliar os efeitos das 
substâncias sobre os seres vivos (KNIE; LOPES, 2004). Estas análises 
fornecem apenas parte do conhecimento necessário para avaliar o 
potencial tóxico de poluentes. (FENT, 2003). 
Do ponto de vista analítico e econômico seria inviável a 
determinação química de todas as substâncias presentes num efluente 
industrial, visto que são amostras de natureza química complexa, 
constituídos por uma grande variedade de substâncias químicas. Mesmo 
com a identificação e a quantificação dessas substâncias não seria 
possível estimar os efeitos que elas apresentam sobre a biota, pois a 
atividade biológica de uma substância pode depender de suas interações 
com os outros componentes do efluente. Até mesmo a combinação de 
substâncias não tóxicas isoladamente podem, em conjunto, afetar as 
condições de vida dos organismos (COSTA et al., 2008; RUBINGER, 
2009). 
Por não haver uma necessária relação entre os valores de 
parâmetros físico-químicos e avaliações de toxicidade, é de fundamental 
importância a realização de ensaios de toxicidade, presentes na 
legislação e ainda não adicionados na grade analítica na maioria das 
empresas (CUBAS; MORAES 2011). No estudo realizado por Cubas e 
Moraes 2011, as amostras de efluentes que apresentaram valores dos 
parâmetros físico-químicos adequadas as legislações ambientais, foram 
as que apresentaram maior fator de toxicidade. COSTA et al. (2008) 
enfatizam que os testes de toxicidade não substituem as análises 
químicas tradicionais, pois possuem funções distintas e complementares. 
Enquanto as análises químicas identificam e quantificam as 
concentrações das substâncias tóxicas, os testes de toxicidade avaliam o 
efeito dessas substâncias sobre sistemas biológicos. Além das 
propriedades físico-químicas das substâncias, deve-se considerar a 
magnitude, a duração e a frequência da exposição, as vias de introdução 
e a suscetibilidade dos organismos (AZEVEDO; CHASIN, 2009). 
Os testes de toxicidade, segundo Rodrigues et al. (2009), 
apresentam-se como ferramentas importantes em estudos ambientais 
devido às limitações existentes nos estudos baseados em evidências 
puramente químicas, das quais destacam-se: a elevada variedade de 
substâncias presentes em efluentes líquidos, baixa capacidade de 
detecção analítica e as interferências pelos fenômenos químicos de 
antagonismo e sinergismo que dificultam, sobretudo no processo de 
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interpretação de resultados. Cubas e Moraes (2011) destacam que a 
principal vantagem dos ensaios de toxicidade com relação às análises 
químicas está no fato de que os testes de toxicidade levam em 
consideração as interações dos compostos e/ou efluentes analisados 
entre si e com o meio ambiente. 
De acordo com Knie e Lopes (2004) e Rodrigues et al. (2009) 
algumas substâncias podem produzir efeitos tóxicos em níveis inferiores 
aos limites de detecção analítica. Sendo assim, evidências biológicas, 
ecotoxicológicas, químicas, físicas e físico-químicas devem ser 
empregadas de forma integrada, para a obtenção de informações 
objetivas, que subsidiem as decisões nas ações de proteção do meio 
ambiente. Rodrigues et al. (2009) destaca que os testes ou ensaios de 
toxicidade são instrumentos da área de Ecotoxicologia, que devem ser 
utilizados para a integração de dados biológicos, químicos e físico-
químicos. 
Os testes de ecotoxicidade podem ser utilizados para 
demonstrar a probabilidade de toxicidade de uma fonte de poluição para 
a biota dentro de um corpo de água receptor. Baseando-se no 
pressuposto de que se um agente é tóxico para uma ou mais espécies em 
um sistema de teste, é provavelmente tóxico para importantes 
componentes do ecossistema e, portanto, capaz de causar impacto 
ambiental negativo (MAGALHÃES; PEREIRÃO FILHO, 2008). De 
acordo com Knie e Lopes (2004) os bioensaios permitem deduções 
indiretas sobre o potencial tóxico de substâncias para o meio ambiente e, 
com muita cautela, do seu perigo para o homem. 
A ecotoxicologia representa uma ferramenta poderosa para 
advertir sobre a contaminação dos ambientes aquáticos e o 
comprometimento da manutenção da vida aquática (MAGRIS et al., 
2006). 
Para Brentano (2006) considera-se como objetivos da 
ecotoxicologia avaliar a toxicidade de poluentes em laboratório e no 
meio ambiente; compreender os mecanismos de ação de substâncias 
tóxicas e avaliar o risco que substâncias ou compostos químicos tóxicos 
apresentam para o meio ambiente.  
De acordo com Gomes (2007) os objetivos dos estudos de 
ecotoxicidade, incluem: 
- comparação de sensibilidade específica de vários organismos aos 
mesmos poluentes; 
- determinação dos efeitos estimulantes ou inibidores de diferentes 
substâncias e efluentes; 
- avaliação da bioacumulação de substâncias; 
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- avaliação da biodegradação de substâncias e de efluentes; 
- hierarquização de poluentes ou fontes de poluição prioritárias; 
- monitorização da qualidade das águas. 
 Knie e Lopes (2004) atribuem, ainda, as seguintes utilizações 
para os testes ecotoxicológicos: 
- avaliação do risco potencial de substâncias químicas ao meio 
ambiente; 
- fiscalização de efluentes; 
- licenciamento de produtos químicos;  
- avaliação dos efeitos causados por acidentes com produtos químicos;  
- controle da eficiência de estações de tratamento de águas residuárias; 
- identificação de fontes poluidoras; 
- investigação de sinergismos e antangonismos de substâncias; 
- avaliação, por meio de eluatos, de solos contaminados; 
- avaliação, por meio de eluatos, da aptidão de resíduos sólidos para 
disposição em aterros. 
Perin (2005) destaca que os ensaios de toxicidade são 
ferramentas úteis, que permitem determinar uma relação causa-efeito, 
mas como todos os testes tem suas limitações, não são, no geral, 
suficientemente realistas, pois os resultados obtidos são válidos somente 
sob condições ambientais utilizadas em laboratório e não nos permitem 
estender as conclusões a outras espécies ou a outros sistemas naturais 
complexos existentes no meio ambiente. Em testes de toxicidade em 
laboratório a bioacumulação em cadeias alimentares não é considerada e 
os efeitos sobre as populações ou respostas da comunidade podem 
diferir daqueles apresentados no meio ambiente (FENT, 2003). O fato 
dos testes serem executados em ambiente artificial, como um 
laboratório, não permite, sob avaliação cientificamente correta, 
extrapolar os resultados diretamente ao ecossistema, ficando restrito 
unicamente ao organismo-teste específico e às condições que levaram ao 
resultado do ensaio, as extrapolações devem ser feitas com cautela 
(KNIE; LOPES, 2004). 
Segundo Silva (2002) já foi evidenciado na literatura que os 
organismos-teste reagem de forma diferente para um mesmo composto, 
em testes realizados em laboratório ou em meio natural, portanto, a 
utilização de métodos de ensaio, que se aproximem das condições reais, 
pode trazer respostas mais precisas do efeito causado ao ecossistema.  
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3.4.2 Princípios dos Testes Ecotoxicológicos 
 
Os testes de toxicidade para avaliar os efeitos causados à(s) 
espécie(s) teste consistem na exposição dos organismos aquáticos 
representativos do ambiente a várias concentrações de uma ou mais 
substâncias, ou a fatores ambientais, durante um determinado período de 
tempo (RUBINGER, 2009). 
O grau da toxicidade pode ser avaliado através do efeito que a 
dose ou concentração de uma certa substância causará a determinado 
organismo num dado intervalo de tempo. Esses efeitos podem ser 
classificados em agudos e crônicos de acordo com tempo de exposição 
do organismo teste à substância (SILVA, 2002).  
Os testes de toxicidade podem produzir como resposta uma 
variedade de critérios, como o número de organismos mortos (ou 
sobreviventes), número de organismos imóveis, sucesso reprodutivo (de 
produção de ovos e eclodibilidade), características do corpo 
(comprimento e peso), condição de órgãos, número de anormalidades 
teratogênicas ou incidência de tumores, indução ou inibição da atividade 
de enzimas, e número e abundância de espécies em uma comunidade 
ecológica (RAND; WELLS; McCARTY, 1995) 
 
3.4.3 Testes de Toxicidade Aguda 
 
Devido à facilidade de execução, curta duração e baixo custo, 
os ensaios de toxicidade aguda foram os primeiros a serem 
desenvolvidos e, portanto, constituem a base de dados ecotoxicológicos 
(RUBINGER, 2009).  
Os testes de toxicidade aguda são utilizados para determinar a 
toxicidade relativa de uma amostra sobre um organismo aquático 
selecionado mediante a exposição de curto prazo a várias concentrações 
da substância em estudo. O tempo de exposição geralmente compreende 
24-48h (dependendo do ciclo de vida do organismo) (BRENTANO, 
2006; RAND; WELLS; MCCARTY, 1995; RODRIGUES et al., 2009). 
Para Rubinger (2009) o intervalo de tempo destes testes, em geral, é de 
0 a 96 h. O teste agudo com Daphnia magna dura 48 h (ABNT 2004a) e 
com o peixe Danio rerio dura 96 h (ABNT 2004b) 
Nos testes de toxicidade aguda normalmente o efeito observado 
é a letalidade ou outra manifestação do organismo que a anteceda, como 
o estado de imobilidade (MAGALHÃES; PEREIRÃO FILHO, 2008). 
Critérios comuns para determinar os efeitos agudos em peixes são a 
mortalidade, para invertebrados, imobilidade e perda de equilíbrio, e 
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para algas o crescimento (RAND; WELLS; McCARTY, 1995). Os 
efeitos observados nos testes agudos são imediatos e geralmente 
irreparáveis (KNIE; LOPES, 2004). 
Os ensaios agudos são, como regra geral, relativamente baratos 
e fáceis de realizar, por este motivo têm sido muito empregados em 
programas de monitoramento de rotina (BRENTANO, 2006; 
OLIVEIRA-FILHO et al., 2008). Perin (2005) ressalta que os efeitos 
agudos despertam grande interesse em casos de poluição causadas por 
acidentes. 
 
3.4.4 Teste de Toxicidade Crônica 
 
Na década de 1960, a necessidade de avaliar, mais 
acuradamente, o potencial de risco de substâncias tóxicas à biota 
aquática em longo prazo proporcionou o desenvolvimento de testes de 
toxicidade crônica (RUBINGER, 2009).  
Os testes crônicos, de acordo com Brentano (2006) são 
importantes e complementares aos testes agudos, pois a ausência de 
efeito agudo não caracteriza ausência de efeito sobre a biota. O fato de 
que um produto químico não apresentar efeitos adversos sobre os 
organismos aquáticos em teste de toxicidade aguda não indica 
necessariamente que não é tóxico para esta espécie e para outras 
(RAND; WELLS; MCCARTY, 1995).  
Testes de toxicidade crônica permitem a avaliação dos possíveis 
efeitos adversos da substância química sob condições de exposição em 
longo prazo numa concentração subletal (RAND; WELLS; MCCARTY, 
1995).  
A toxicidade crônica corresponde à resposta a um estímulo 
prolongado ou contínuo, por um longo período de tempo, podendo 
abranger parte ou todo ciclo de vida do organismo (COSTA; 
DALBERTO, 2010; GOMES, 2007; SILVA, 2002). De acordo com 
Rand, Wells e McCarty (1995) em um ensaio de toxicidade crônica 
completa, o organismo teste é exposto a um ciclo inteiro de reprodução 
(ex. ovo de ovo) em, geralmente, cinco concentrações dos materiais de 
teste. De modo geral esses efeitos são subletais e são observados em 
situações em que as concentrações do agente tóxico permitem a 
sobrevida do organismo, embora afetem uma ou várias de suas funções 
biológicas, tais como reprodução, desenvolvimento de ovos, 
crescimento e maturação (COSTA; DALBERTO, 2010). Os ensaios de 
toxicidade crônica mais difundidos mundialmente são os com Daphnia 
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sp,. com duração de 21 dias, e com Ceriodaphnia sp., de 7 dias de 
duração (ARAGÃO; ARAÚJO, 2006). 
A execução de um teste crônico permite revelar um efeito mais 
sensível sobre os organismos, em longo prazo, devido a agentes tóxicos 
presentes em pequenas doses e se mostra apropriado quando os testes 
agudos não revelam toxicidade. A ação lenta de poluentes sobre a 
biocenose é um aspecto importante a ser considerado (BRENTANO, 
2006). 
 
3.4.5 Organismos Utilizados 
 
Nos ensaios de toxicidade aquática para obter resultados 
relevantes e ecologicamente significativos não apenas o teste 
apropriado, mas também, os organismos apropriados devem ser 
utilizados (RAND; WELLS; MCCARTY, 1995).  
De acordo com Pritchard (1993) os organismos aquáticos têm 
desempenhado papéis importantes como sistemas de alerta e 
monitoramento de cargas poluentes no meio ambiente. No entanto, eles 
têm potencial para fazer ainda mais, podendo ser utilizados também 
como ferramentas essenciais no estabelecimento dos mecanismos 
fisiológicos e bioquímicos da toxicidade. 
Seja qual for o organismo teste selecionado estes devem 
pertencer a lotes homogêneos e de mesma idade, devendo ser mantidos 
em aclimatação por uma semana antes do início do teste, nas mesmas 
condições de água e temperatura a serem utilizadas no experimento. Os 
organismos devem estar livres de doenças ou malformações, não 
devendo receber tratamento contra doenças durante o teste ou nas duas 
semanas anteriores ao mesmo (RUBINGER, 2009). 
 Várias espécies vêm sendo empregadas internacionalmente em 
testes de toxicidade, gerando subsídios importantíssimos para uma 
melhor avaliação e caracterização dos efeitos agudos e crônicos de 
diversos agentes tóxicos (MAGALHÃES; PEREIRÃO FILHO, 2008). 
Uma das limitações encontradas para o emprego de organismos 
vivos como indicadores de toxicidade é a diferença de sensibilidade 
apresentada pelos organismos frente aos compostos químicos ou 
efluentes. Alguns esforços têm sido feitos com o objetivo de encontrar 
uma espécie de organismo que seja sensível a todos ou a maior parte dos 
compostos químicos. Porém, tais trabalhos têm mostrado a diferença 
entre as respostas de toxicidade obtidas para um mesmo composto sobre 
organismos de espécies diferentes (GOMES, 2007). A sensibilidade das 
espécies varia muito entre os diferentes grupos taxonômicos perante as 
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mesmas substâncias químicas, e mesmo dentro de um táxon, existem 
diferenças consideráveis de sensibilidade entre as espécies (KNIE; 
LOPES, 2004).  
Normalmente, em decorrência da diferente sensibilidade das 
espécies-testes, vários bioensaios são usados paralelamente, em forma 
de bateria de testes para aumentar a probabilidade de detectar os efeitos 
nocivos das substâncias químicas (KNIE; LOPES, 2004).  
Diferentes espécies possuem suscetibilidades diferentes aos 
compostos químicos de acordo com seu aparato metabólico, com seus 
hábitos alimentares, seu comportamento, fase de desenvolvimento, 
dentre outros aspectos. Organismos estressados em função de exposição 
prévia a outros agentes tóxicos também podem ser mais suscetíveis aos 
compostos químicos (SILVA; SANTOS, 2007). Segundo PERIN (2005) 
a resposta de um organismo a um agente estressor está ligada também 
ao patrimônio genético, às condições de bem-estar no momento da 
chegada do estressor e a capacidade de o indivíduo conseguir se 
defender das ações tóxicas. Indivíduos jovens e imaturos geralmente são 
mais suscetíveis aos agentes químicos do que adultos, provavelmente 
em função das diferenças no grau de desenvolvimento dos mecanismos 
de detoxificação (SILVA; SANTO, 2007). 
De acordo com Gomes (2007) os fatores ambientais definidos 
pelas características bióticas e abióticas podem alterar a toxicidade de 
compostos químicos no ambiente aquático. Os fatores bióticos incluem 
o tipo de organismo (alga, inseto ou peixe, etc.), estágio de 
desenvolvimento (larva, juvenil, adulto), tamanho, estado nutricional e 
de saúde e alterações sazonais no estado fisiológico. Os fatores abióticos 
que podem atuar modificando a toxicidade incluem todas as 
características físicas e químicas da água que circunda o organismo 
vivo, como a temperatura, o pH, o teor de oxigénio dissolvido na água, a 
salinidade e a dureza, o conteúdo de matéria orgânica e material 
particulado em  
suspensão e a velocidade de escoamento da água.  
O efeito tóxico de um efluente sobre um organismo de 
determinada espécie não pode ser simplesmente extrapolado para outras 
espécies (GOMES, 2007). Para uma avaliação mais adequada 
recomenda-se o uso de uma bateria de ensaios que utilizem organismos 
representantes de diferentes níveis da cadeia alimentar (GUIMARÃES 
et al., 2004). De acordo com Umbuzeiro et al. (2010) quanto mais dados 
toxicológicos forem gerados sobre uma substância, menores serão os 
fatores de incerteza, e, portanto mais precisos os critérios de qualidade 
adotados. 
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De acordo com Knie e Lopes (2004) os principais critérios na 
escolha de um organismo-teste incluem: 
- Disponibilidade: O sistema de teste deve estar sempre disponível, desta 
forma, deve ser possível cultivar ou manter os organismos-teste sob 
condições controladas no próprio laboratório; 
- Sensibilidade: Os organismos devem ter uma sensibilidade equilibrada 
a um largo espectro de substâncias. Os organismos hipersensíveis 
podem provocar resultados falsos-positivos, causados por fenômenos 
não relevantes à toxicidade da amostra, como uma eventual mudança na 
temperatura; 
- Reprodutibilidade: A reação de um sistema biológico à uma substância 
nociva deve ser reproduzível sob as mesmas condições; 
- Padronizabilidade: As condições de cultura ou manejo dos 
organismos-teste e o método do teste devem ser padronizados, de modo 
a permitir realizar o mesmo experimento em outros laboratórios e obter 
resultados comparáveis; 
- Praticabilidade: Biotestes devem ser efetuados de maneira a 
racionalizar o gasto de tempo, espaço físico e recursos humanos e 
materiais; 
- Rapidez: O tempo compreendido entre o contato do organismo-teste 
com a amostra até a provocação de uma reação mensurável deve ser o 
mais curto possível. Este intervalo tem um papel importante 
principalmente no screening de substancias químicas ou efluentes, no 
atendimento de acidentes ou na sua aplicação como sistema de alerta na 
forma de biomonitores. 
- Justiciabilidade: Os resultados dos testes ecotoxicológicos, quando 
aplicados no licenciamento e na fiscalização, devem ser concludentes, e 
diante da justiça, incontestáveis. Para este quesito contribuem a 
reprodutibilidade e a padronização do teste. 
Considerando-se a dificuldade em encontrar uma espécie com 
todas as características desejáveis, existem muitas espécies padronizadas 
que podem ser utilizadas, sendo extremamente importante a realização 
de bioensaios com espécies representativas do ambiente de estudo, pois 
respondem melhor as condições encontradas nos ambientes naturais 
onde vivem. (MAGALHÃES; PEREIRÃO FILHO, 2008; RAND; 
WELLS; McCARTY, 1995). Segundo Gomes (2007) e Magalhães e 
Pereirão Filho (2008) a padronização dos organismos bioindicadores é 
um fator de fundamental importância em programas de monitoramento, 
pois torna possível a comparação dos resultados entre laboratórios do 
mundo inteiro. 
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Alguns cientistas defendem a utilização exclusiva de espécies 
nativas ou endêmicas para avaliar a qualidade de águas ou efluentes, 
entretanto, de acordo com Knie e Lopes (2004) o uso de espécies locais 
levaria à utilização de muitos métodos e organismo diferentes num 
mesmo país como o Brasil. A utilização de testes diferentes para cada 
região traria problemas como: a não compatibilidade na comparação dos 
resultados e a dificuldade para o poder legislativo em elaborar e aplicar 
leis uniformes para todo o país. 
Normalmente, os efeitos tóxicos diretos na sobrevivência, 
crescimento ou reprodução são determinados por meio de bactérias, 
algas, pulgas d'água e peixes (FENT, 2003). Magalhães e Pereirão Filho 
(2008) citam como principais grupos de organismos utilizados em 
ensaios laboratoriais: microalgas, microcrustáceos, equinóides, 
poliquetas e oligoquetas, que representam os mais diversos ecossistemas 
e níveis tróﬁcos.  
De acordo com Perin (2005) não é de se surpreender que o 
único consenso até agora encontrado seja que não existe uma única 
espécie apta a descrever todos os efeitos de todas as possíveis 
substancias tóxicas. Desta forma, necessita-se utilizar, para cada caso de 
estudo, uma variedade de organismos-teste, realizando experimentos 
com pelo menos uma bactéria, uma alga e um invertebrado, por 
exemplo. 
 
3.4.5.1 Bactérias – Vibrio Fischeri 
 
De acordo com Rubinger (2009) as bactérias utilizadas como 
organismos-teste podem ser agrupadas como decompositores dentro da 
cadeia trófica de ecossistemas aquáticos. Estes organismos atuam na 
degradação de sustâncias orgânicas resultantes de organismos mortos ou 
de seus metabólitos em substâncias mais simples, de forma que estas 
possam ser facilmente reassimiladas por organismos produtores e 
também pelos consumidores do tipo filtradores. 
Vibrio fischeri (Figura 3) é uma bactéria marinha luminescente, 
gram-negativa e anaeróbia facultativa. Em condições ambientais 
favoráveis, emite luz naturalmente, necessitando para isto oxigênio em 
concentrações acima de 0,5 mg/L (KNIE; LOPES, 2004). 
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Figura 3. Cultura de Vibrio fischeri sob luz negra. 
 
Fonte: http://www.biology.pl/bakterie_sw/bac_mf_en.html 
 
O ensaio de toxicidade aguda com V. fischeri foi desenvolvido 
por Bulich em 1979 e patenteado comercialmente pela Beckman 
Instruments Inc., em 1982, como Sistema Microtox® (HAMADA, 
2008). Neste ensaio uma cultura das bactérias é exposta à amostra do 
teste por um período de 15 min, e a quantidade de luz que emitida pelas 
bactérias é medida por um fotômetro especial. Quanto mais tóxica a 
amostra, menor será a quantidade de luz produzida pelas bactérias 
(UMBUZEIRO; RODRIGUES, 2004).  
Os testes, de acordo com a CETESB (2001) devem ser 
realizados de forma a se obter uma curva dose-resposta estatisticamente 
aceitável, que permita a interpolação dos valores de CE20 e CE50, que 
são as concentrações efetivas do agente tóxico que causam, 
respectivamente 50% e 20% de redução na quantidade de luz emitida 
pelo microrganismo-teste (V. fischeri), após sua exposição a esse agente 
durante um determinado período de tempo. 
De acordo com Umbuzeiro e Rodrigues (2004) o teste tem uma 
escala de sensibilidade similar à de outros biotestes aquáticos de 
toxicidade, como os feitos com a espécie de água doce Pimephales 
promela (peixe-isca), com a Daphnia (pulga d´água), e com a espécie 
Oncorhynchus mykiss (truta-arco-íris).  
Diversas vantagens do procedimento podem ser indicadas: 
requer somente volumes pequenos de amostra (5 mL); as bactérias são 
de fácil conservação e armazenamento; é muito rápido (15 min) e 
reproduzível. A desvantagem do método, dado que as bactérias são 
organismos marinhos, é a necessidade de adicionar solução osmótica 
para fins de ajuste ao testar amostras com menos de 2% de salinidade, o 
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que pode interferir na resposta tóxica de algumas espécies químicas 
(UMBUZEIRO; RODRIGUES, 2004). 
 
3.4.5.2 Algas - Euglena gracilis 
 
As algas em um ecossistema aquático fazem parte do grupo de 
produtores primários, os seja, são à base do ciclo de vida aquático. 
Participam da manutenção do equilíbrio destes ambientes através de 
suas funções em ciclagem de nutrientes dos ciclos biogeoquímicos, em 
especial nos do carbono, oxigênio, nitrogênio, fósforo e silício. Também 
fazem parte da dieta de vários outros tipos de organismos, tanto 
aquáticos quanto terrestres (RUBINGER, 2009). 
Como espécies representativas do nível trófico inferior, as algas 
são organismos ecologicamente importantes, pois servem como fonte de 
alimento fundamental para outras espécies aquáticas e ocupam, assim, 
uma posição única entre os produtores primários: são um elo importante 
na cadeia alimentar e essenciais à “economia” dos ambientes aquáticos 
como alimento (VIDOTTI; ROLLENBERG, 2004). 
A utilidade das algas como organismo-teste tem por base o seu 
curto ciclo de vida, facilitando os estudos de exposição com várias 
gerações, além das altas taxas de crescimento, da facilidade em manter 
culturas no laboratório e da capacidade de crescer em meios sintéticos 
bem definidos (GOMES, 2007). 
De acordo com Vidotti e Rollenberg (2004) é preciso 
potencializar os recursos científicos, tecnológicos e financeiros, 
coordenando os esforços nas áreas ligadas à utilização das algas e à 
pesquisa básica, para que as propriedades destes organismos possam ser 
plenamente aproveitadas, priorizando a qualidade da vida humana e 
respeitando os ecossistemas.  
As algas denominadas euglenas são pertencentes ao filo 
Euglenophyta. Estes organismos estão presentes quase que 
exclusivamente em águas doces e possuem uma única célula com uma 
película externa de constituição proteica. As euglenas podem ser 
autótrofas, produzindo açucares através da fotossíntese, ou heterótrofas, 
consumindo partículas alimentares por fagocitose. Estas algas 
apresentam muitos plastos contendo clorofilas a e b e carotenos, e 
armazenam óleos e polissacarídeos como reserva (REVIERS, 2006; 
VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). 
Euglena é um gênero de algas unicelulares da divisão 
Euglenozoa da classe Euglenophyceae, dentre as, cerca de, 1000 
espécies existentes destaca-se a Euglena gracilis (Figura 4) (REVIERS, 
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2006). Este organismo controla a sua posição vertical na coluna de água, 
utilizando gravi e fototaxia (NTEFIDOU et al., 2003).  
 
Figura 4. Exemplar de Euglena gracilis (A) e seu esquema estrutural (B). 
A 
 
B 
 
Fonte A: http://www.fcps.edu/islandcreekes/ecology/euglena.htm 
Fonte B: Adaptado de: http://light.simanonok.com/ 
 
A E. gracilis tem sido usado extensivamente para avaliar os 
efeitos adversos das diferentes substâncias tóxicas e estressores 
ambientais (AZIZULLAH, RICHTER; HÄDER, 2011). Entretanto 
devido ao fato da Euglena ser um flagelado de água doce 
seu uso é limitado à água potável e corpos de água levemente salobra 
(KUHN et al., 2006). Einicker-Lamas et al. (2002) afirmam que a E. 
gracilis é um excelente modelo para o estudo da intoxicação por metais 
pesados nas células eucarióticas e que seria muito interessante o 
desenvolvimento de um sistema de bio-monitorização dos efluentes das 
indústrias, a fim de minimizar as agressões ao meio ambiente, utilizando 
este organismo como um dos bioindicadores. 
A fotossíntese realizada pela alga E. gracilis pode ser utilizada 
como parâmetro ecológico em testes para monitorar a toxicidade de 
água e efluentes, uma vez que responde com sensibilidade às mudanças 
ambientais. Parâmetros relacionados a fotossíntese podem ser medidos 
com o auxílio de fluorìmetros de amplitude modulada, comumente 
chamados de PAM. O PAM, fornece medições rápidas e precisas de 
diversos parâmetros fotossintéticos associados à fluorescência da 
clorofila a (MINARDI, 2012). 
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De acordo com Pinto (2012) o princípio de medição do PAM é 
baseado em mudanças no nível de fluorescência da clorofila a, associada 
ao fotosistema II (PSII), após a aplicação de pulsos de luz saturada. 
 A utilização desta técnica permite a elaboração de Curvas 
Rápidas de Luz (RLC), na qual variações na fluorescência emitida em 
resposta aos crescentes pulsos de luz podem estimar a Taxa de 
Transporte de Elétrons (ETR) do PSII (WHITE; CRITCHLEY 1999) e 
também o rendimento da atividade fotossintética, conhecido como 
“Yeld” (Y). 
 Tais métodos permitem a determinação de diversos parâmetros 
de fluorescência da clorofila a, de forma rápida e não invasiva, os quais 
podem ser usados com sucesso para detectar alterações metabólicas em 
diversas espécies (BAKER e ROSENQVIST, 2004). 
 
3.4.5.3 Microcrustáceos - Daphnia magna 
 
O emprego de Daphnia spp. como organismo indicador, de 
acordo com Damato et al. (2006) é uma prática bastante comum em 
estudos de efluentes industriais uma vez que estas podem apresentar 
sensibilidade muito elevada a um agente tóxico ou poluente específico. 
A Daphnia é um artrópode de pequenas dimensões, os 
indivíduos adultos atingem de 5 a 6 mm, enquanto os pequenos chegam 
a apenas 1 mm (PERIN, 2005). São conhecidas muitas espécies de água 
doce e poucas marinhas.  
O gênero Daphnia é o grupo mais antigo e mais comumente 
utilizados em ensaios de toxicidade. Dentro deste gênero, as espécies 
Daphnia similis e Daphnia magna têm sido as mais utilizadas em testes 
de toxicidade aguda e crônica (BREATRICI, 2006). 
De acordo com Ruppert e Barbes (1996) apud Flohr et al. 
(2012) a Daphnia magna (Figura 5) é classificada taxonomicamente no 
filo Arthropode, subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem 
Diplostraca e subordem Cladocera. As daphnias são comumente 
conhecidas como pulga d’ água.  
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Figura 5. Exemplar de Daphnia magna (A) e seu esquema estrutural (B). 
A 
 
 
B 
 
 
Fonte A: http://www.mblaquaculture.com/content/organisms/daphnids.php 
Fonte B: Adaptado de 
http://www.odec.ca/projects/2010/patexa2/Daphnia%20Magna.htm 
 
D. magna faz parte do subgênero Ctenodaphnia, o qual foi 
reportado possuir 10 cromossomos (2n=20) (BEATON; HEBERT, 
1994). De acordo com Routtu et al. (2010) não possui cromossomos 
sexuais, sendo a determinação do sexo induzida por fatores ambientais, 
de modo que o mesmo genótipo pode ser tanto masculino quanto 
feminino. 
Daphnia magna é um microcrustáceo planctônico de água doce 
que atua na cadeia alimentar aquática como consumidor primário entre 
os metazoários, alimentando-se por filtração de material orgânico 
particulado, principalmente de algas unicelulares (CUBAS; MORAES, 
2011; KNIE; LOPES, 2004). Estes organismos são componentes 
importantes da cadeia alimentar, servindo de alimento para larvas e 
crustáceos bentônicos e peixes planctófagos (SILVA, 2002). 
Em condições normais a D. magna se reproduz por 
partenogêneses. Uma população adulta é constituída por fêmeas adultas 
e jovens de várias idades, cuja bagagem genética é igual (PERIN, 2005). 
O fato dos descendentes serem geneticamente idênticos favorece a 
uniformidade de respostas nos ensaios, eliminando um parâmetro 
importante quando se trabalha com organismos vivos, que é a variável 
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genética (KNIE e LOPES, 2004; PERIN, 2005). De acordo com Cubas e 
Moraes (2011) outras vantagens da escolha deste organismo como 
organismo teste incluem: facilidade de cultivo e manutenção de culturas, 
necessidade de pequena infraestrutura, ciclo de vida curto (o que 
permite utilizar as daphnias em testes crônicos), reprodução frequente 
(que garante suprimento constante) e a sensibilidade (esta espécie reage 
sensivelmente à ampla gama de agentes nocivos) (BRENTANO, 2006; 
KNIE; LOPES, 2004). 
A reprodução sexuada (que significa a possibilidade de troca de 
informações genéticas) acontece como resposta a estímulos ambientais 
negativos (como por exemplo: variações na temperatura e no 
fotoperíodo, excesso ou falta de alimento e superpopulação), pelos quais 
alguns organismos neonatos sob influência hormonal tornam-se machos 
morfologicamente semelhantes, mas de dimensões muito reduzidas, 
corpo mais afilado e nado mais rápido, que acasalam com as fêmeas 
adultas (KNIE; LOPES, 2004; PERIN, 2005). De acordo com Ruppert, 
Fox e Barnes (1996) os ovos fertilizados são grandes, e só são 
produzidos dois em uma ninhada, um de cada ovário, sendo que as 
paredes da câmara incubatória são transformadas em uma cápsula 
protetora em forma de sela que recebe o nome de efípodo. Estes 
efípodos afundam ou aderem a objetos podendo suportar o 
ressecamento, o congelamento e até mesmo a passagem pelo intestino 
dos peixes e das aves e dos mamíferos que se alimentam de peixes. O 
efípio se desenvolve sozinho quando as condições ambientais forem 
favoráveis. 
 Na maior parte dos testes agudos e crônicos de toxicidade 
aquática utilizando a D. magna a resposta observada é o número de 
indivíduos imóveis. De acordo com Knie e Lopes (2004) são 
considerados imóveis os indivíduos aparentemente mortos, aqueles 
incapazes de nadar na coluna d’água até 15 segundos após leve agitação 
do recipiente e os que estão flutuando na superfície, ainda que 
apresentem movimento. 
 
3.4.5.4 Peixes – Danio rerio 
 
Os ensaios com peixes como organismos-teste visam em geral 
compreender como um agente tóxico afeta organismos de maior grau de 
estruturação como os vertebrados. Os organismos testes mais 
frequentemente utilizados são espécies autóctones pertencentes à família 
Characidae; as espécies Pimephales promelas e Danio rerio, 
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Brachydanio rerio da família Cyprinidae e a espécie Poecilia reticulata 
da família Poecilidae (RUBINGER, 2009). 
O Danio rerio (Figura 6) é uma espécie de peixe tropical, 
ovípara, onívora, de comprimento médio de 4 a 5 cm, sendo 
vulgarmente conhecida como paulistinha, pois suas cores lembram a 
bandeira paulista, ou zebrafish (peixe zebra), por seu padrão de 
coloração, prateado com listras azul-escuras, apresentando no dorso a 
cor verde-oliva (ABNT, 2004b; KNIE; LOPES, 2004). 
 
Figura 6. Exemplar de Danio rerio. 
 
Fonte: http://www.fishchannel.com/images/fish-news/zebra-danio-da-500.jpg 
 
Esta espécie é originária da Índia e do Paquistão, sendo comum 
em diversas partes do mundo, no Brasil, é uma espécie exótica, vendida 
como ornamental (ABNT, 2004b). Esse peixe pode ser encontrado em 
cardumes em pequenos e grandes rios, águas estagnadas, campos 
alagados de arroz, e canais, mas também é abundante nos arroios dos 
contrafortes das montanhas (POUGH; JANIS; HEISER, 2008). 
De acordo com Knie e Lopes (2004) o D. rerio vive em média 3 
anos. Estes peixes apresentam comportamento pacífico e são muito 
ativos. Na natureza vivem em cardumes, e por isso podem ser mantidos, 
sem problemas, em número relativamente grande num mesmo aquário. 
É uma espécie simples de obter, econômica, de fácil manutenção e, sob 
condições apropriadas, consegue proporcionar um grande número de 
ovos transparentes e não aderentes e de fácil manuseamento. Uma fêmea 
tem posturas de aproximadamente 50 a 200 ovos por dia (ANDRADE, 
2004). Pough, Janis e Heiser, (2008) destacam que a habilidade natural 
do “zebrafish” de viver sob uma ampla variedade de condições 
ambientais torna fácil a sua domesticação em cativeiro. 
O ensaio de toxicidade aguda com D. rerio baseia-se, em geral, 
na exposição de peixes adultos a uma amostra por um período de 48 
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horas, podendo ser prolongado até 96 horas. A resposta observada é o 
número de organismo morto. 
Com base em ensaios ecotoxicológicos com agentes químicos 
diferenciados, Bertoletti (2009) afirma que espécies de peixes 
introduzidas, como o D. rerio e o Poecilia reticulata, podem substituir 
as espécies nativas nos ensaios de ecotoxicidade aguda com peixes para 
substâncias ou efluentes líquidos.  
Segundo Cazarin et al. (2004) existe uma tendência mundial 
para reavaliar a utilização de animais nos experimentos, concretizada a 
partir de um programa denominado de 3Rs (Reduction, Refinement, 
Replacement), que objetiva além de diminuir o número de animais, 
minimizar a dor e o desconforto e buscar alternativas para a substituição 
dos testes in vivo, neste contexto, atualmente é recomendado a 
aprovação de Comitê de Ética em pesquisas que utilizem peixes.  
 
3.4.6 Expressão dos Resultados 
 
No início do desenvolvimento dos testes de toxicidade aguda, 
os dados foram expressos como o limite de tolerância mediana (TL50) a 
concentração de material de teste ao qual 50% dos organismos de ensaio 
sobreviver durante um tempo de exposição especificado (em geral, 24-
96 h). Este termo tem sido substituído por concentração letal mediana 
(CL50) ou Concentração Efetiva Média (CE50) (RAND; WELLS; 
McCARTY, 1995).  
A CL50 é uma indicação da concentração que causa efeito letal 
em 50% dos organismos após um determinado período de exposição. Já 
a CE50 indica a concentração que causa imobilidade a 50% dos 
organismos após um determinado período de exposição (DIAS et al., 
2006; MAGALHÃES; PEREIRÃO FILHO, 2008). 
A CE50 e CL50 é determinada através de métodos estatísticos 
(como interpolação gráfica, Probitas ou Trimmed Spearman-Karber). 
Quando se tratar de amostras de concentração conhecida os valores 
devem ser expressos em mg/L e no caso de amostras de concentração 
desconhecida, como efluentes líquidos, por exemplo, os valores devem 
ser expressos em porcentagem (%) (KNIE; LOPES, 2004). 
Perin (2005) ressalta que a determinação do valor de CL50 não é 
suficiente para garantir que uma substância não provoque danos, faz-se 
necessário estima a dose correspondente a uma mortalidade tolerável.  
Os resultados podem ser expressos também em Fator de 
toxicidade (FT). O FT é representado por um número inteiro, o qual 
corresponde a menor diluição da amostra que não cause efeito tóxico 
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aos organismos (ABNT, 2004). O valor de FT para o organismo teste 
Daphnia magna é determinado através da observação direta da 
mobilidade do organismo na série de diluições-teste, não sendo 
necessários cálculos estatísticos. O FT corresponde à menor diluição da 
amostra em que não ocorre a imobilidade em mais de 10% dos 
organismos. (KNIE; LOPES, 2004). De acordo com a USEPA (2002) a 
maior concentração de amostra em que a sobrevivência não é 
significativamente diferente do controle pode ser chamada, também, por 
concentração de efeito adverso não observado - NOAEC. 
Segundo Knie e Lopes (2004), para as bactérias V. fischeri, o 
FT é a primeira diluição onde a porcentagem de inibição da 
luminescência é inferior a 20%.  
 
3.4.7 Legislação 
 
No Brasil, os ensaios ecotoxicológicos já fazem parte de 
exigências presentes tanto na legislação federal como na estadual. O 
órgão federal que define as diretrizes da política nacional do Meio 
Ambiente é o Conselho Nacional do Meio Ambiente – CONAMA e o 
órgão estadual responsável, dentre outras atividades, pela fiscalização e 
que busca evitar que recursos naturais como florestas, rios e todo tipo de 
mananciais de água, dunas, areia e argila, entre outros, sejam 
degradados ou explorados irracionalmente é a FATMA (Fundação do 
Meio Ambiente). A FATMA é o órgão ambiental da esfera estadual do 
Governo de Santa Catarina que tem como missão maior garantir a 
preservação dos recursos naturais do estado.  
As análises ecotoxicológicas já eram citadas na Resolução 
CONAMA 357/2005 que dispõe sobre a classificação dos corpos de 
água e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como 
estabelece as condições e padrões de lançamento de efluentes, e dá 
outras providências. A Resolução CONAMA 357/2005 determina que 
as possíveis interações entre as substâncias e a presença de 
contaminantes não listados na mencionada Resolução, passíveis de 
causar danos aos seres vivos, deverão ser investigados utilizando-se 
ensaios ecotoxicológicos, toxicológicos ou outros métodos 
cientificamente reconhecidos. 
A partir de 2011, entrou em vigor a Resolução CONAMA 
430/2011 que dispõe sobre as condições e padrões de lançamento de 
efluentes e foi criada com o intuito de complementar e alterar 
parcialmente a Resolução CONAMA 357/2005. Na seção II do Capítulo 
II que dispõe sobre as condições e padrões de lançamento de efluentes é 
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estabelecido, no Art. 18, que o efluente não deverá causar ou possuir 
potencial para causar efeitos tóxicos aos organismos aquáticos no corpo 
receptor, de acordo com os critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo 
órgão ambiental competente. Além disto, no § 1° consta que nos ensaios 
ecotoxicológicos devem ser utilizados organismos aquáticos de pelo 
menos dois níveis tróficos, sendo que no § 4° é afirmado que a critério 
do órgão ambiental, com base na avaliação dos resultados de série 
histórica, poderá ser reduzido o número de níveis tróficos utilizandos 
para os testes de ecotoxicidade, para fins de monitoramento. 
A portaria n°017/02 da FATMA estabelece, entre outras 
providências, os limites máximo de toxicidade aguda para efluentes de 
diferentes origens. O artigo 2° estabelece que a toxicidade aguda do 
efluente deverá ser realizada em laboratório, mediante a elaboração de 
testes ecotoxicológicos padronizados, cujos resultados deverão ser 
expressos em fator de diluição (FD), o qual representa a primeira de 
uma série de diluições de uma amostra na qual não se observa efeitos 
tóxicos agudos aos organismos-testes. Na Tabela 2 estão apresentados 
os limites máximos de toxicidade aguda dos efluentes de diferentes 
origens, expressos em FD, para o microcrustáceo D. magna e para 
bactéria bioluminescente V. fisheri. 
A portaria n°017/02 da FATMA estabelece também que para as 
atividades não inseridas na Tabela 2 ficam estabelecidos os limites 
máximos de toxicidade aguda o FDd e FDbI de 8 (12,5%). 
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Conforme apresentado anteriormente foram encontrados alguns 
estudos na literatura científica sobre a remoção de cor dos corantes 
têxteis pela enzima HRP, entretanto as condições ótimas de remoção de 
cor e os resultados de rendimento encontrados para as reações foram 
bastante variáveis. Além disto, os estudos encontrados foram 
superficiais, não abordando de forma abrangente a influência dos vários 
fatores que afetam o rendimento destas reações. Quanto aos estudos de 
toxicidade dos corantes, foram encontrados apenas estudos da 
toxicidade aguda com relação ao corante Azul Brilhante Remazol e 
Azul Turqueza, os quais utilizavam a Daphnia magna, Artemia salina 
e/ou Allium cepa (cebola). Sendo que, nenhum estudo crônico com os 
corantes estudados foi encontrado.  
Portanto, com esta pesquisa, espera-se apresentar de forma mais 
ampla a influência dos diferentes fatores nas reações de remoção de cor 
de quatro importantes corantes têxteis pela enzima HRP e trazer uma 
significativa contribuição com relação a questões ambientais e a 
utilização e o tratamento de corantes têxteis. Dando especial atenção à 
toxicidade que os produtos de degradação destes corantes podem 
apresentar, de forma a garantir que seu descarte em efluentes têxteis não 
sejam um risco à biota aquática e que não cause um dano ambiental. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. MATERIAIS  
 
4.1.1. Corantes 
 
No desenvolvimento do trabalho foram utilizados os corantes 
reativos: Azul Turqueza Remazol G (Reative Blue 21), Preto Remazol 
B133% (Reative Black 5), Azul Brilhante Remazol (Reactive Blue 19), 
Vermelho Brilhante Remazol 3BS-A 150% (Reactive Red 239) e 
Vermelho CQ4BL (Reative Red 195). Suas estruturas químicas estão 
apresentadas nas Figuras 7 a 11. 
Os quatro primeiros corantes foram cedidos pela empresa têxtil 
Karsten e o último pela empresa têxtil Döhler S.A. Foram solicitados, a 
estas empresas, corantes de ampla utilização em processos de 
tingimento, e que tivessem estrutura química conhecida. Na Tabela 3 
estão apresentadas as principais características dos corantes estudados. 
Figura 7. Estrutura química do corante Azul Brilhante Remazol (Reactive Blue 
19).  
 
 
Figura 8. Estrutura química do corante Azul Turqueza Remazol G (Reative Blue 
21). 
 
 
 
Figura 9. Estrutura química do corante Preto Remazol B133% (Reative Black 
5). 
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Figura 10. Estrutura química do corante Vermelho CQ4BL (Reative Red 195). 
 
 
Figura 11. Estrutura química do corante Vermelho Brilhante Remazol (Reative 
Red 239). 
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4.1.3 Organismos-teste 
 
 Para os testes de toxicidade aquática, foram utilizados o 
microcrustáceo Daphnia magna, a alga Euglena gracilis e a bactéria 
bioluminescente Vibrio fischeri. 
 
4.1.3.1 Euglena gracilis - Organismos e Manutenção 
 
As cepas de E. gracilis foram cultivadas no Laboratório de 
Fotoquímica e Fotobiologia da UNIVILLE utilizando culturas obtidas a 
partir da coleção de cultura de algas da Universidade de Göttingen, 
Alemanha (cepa Z). 
O cultivo e os testes foram realizados com cepas de E. gracilis 
em meio mineral e orgânico preparado conforme descrição feita por 
Checcuci et al. (1976). A manutenção da cultura ocorreu à temperatura 
de 20 °C com foto período de 12 h sob exposição da luz 20 W m
2
. 
 
4.1.3.2 Daphnia magna - Organismos e Manutenção 
 
A metodologia de cultivo do organismo-teste Daphnia magna 
Straus, 1820 (Cladocera, Crustacea) seguiu o preconizado pela NBR 
12.713 (ABNT, 2004a), de acordo com os procedimentos descritos por 
Brentano (2006), com algumas modificações. 
 Os organismos-teste foram cultivados em água natural, com pH 
variando de 7,0 a 8,0 e dureza variando de 175 a 225 mg/L CaCO3. 
 A água reconstituída, após preparada, foi mantida sob aeração 
para solubilização total dos sais, saturação do oxigênio dissolvido e 
estabilização do pH. 
Os organismos foram mantidos em lotes de até 25 adultos por 
litro, em recipiente de 4.000 mL, com fotoperíodo de 16 h de luz e 
temperatura de 18°C a 22°C. 
 Para manutenção da cultura, foram utilizados organismos com 
até 60 dias. Como alimento, utilizou-se a alga verde Desmodesmus 
subspicatus, fornecendo a quantia de aproximadamente 10
6 
células/mL 
por organismo adulto, diariamente, ou com intervalo de, no máximo, 
dois dias consecutivos. 
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4.1.3.3 Vibrio fischeri - Organismos e Manutenção 
 
 Foi utilizada a bactéria liofilizada V. fischeri da marca Bioluz, 
UMWELT Ltda., a qual foi hidratada no momento do teste com água 
purificada.  
 
4.2. Determinação da Atividade Enzimática da Horseradish 
Peroxidase (HRP)  
 
A atividade do extrato enzimático foi determinada de acordo 
com a metodologia utilizada por Farias (2013), utilizando como 
substrato ABTS [ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)]. 
O ABTS é oxidado pela enzima peroxidase na presença de 
peróxido de hidrogênio, formando o cátion (ABTS
+
), conforme 
apresentado na Figura 12. A velocidade de formação deste cátion é 
proporcional à atividade enzimática, podendo ser monitorada por 
espectrofotometria UV-Vis a 420 nm. 
 
Figura 12. Reação de conversão do ABTS no cátion ABTS
+
 catalisado pela 
HRP.  
 
FONTE: KADNIKOVA; KOSTIC, 2002. 
 
A reação de oxidação foi conduzida utilizando 2,19 mL de 
tampão fosfato pH 6 (0,05 molL
-1
), 0,300 mL de extrato enzimático, 
0,255 mL de ABTS 20 mM e 0,255 mL de peróxido de hidrogênio 
(H2O2) 10 mM. Monitorou-se a oxidação do substrato durante 5 min, em 
um espectrofotômetro a 420 nm (ε420nm= 3,6x10
4
 M
-1
.Cm
-1
).  
Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a 
quantidade de enzima que converte 1 μmol de ABTS em seu radical 
cátion por minuto.  
 
4.3 Espectro de Absorção UV-Vis dos Corantes 
 
Foram obtidos os espectros de absorbância na região da luz -
Visível de 400 a 800 nm (em espectrofotômetro SHIMADZU, modelo 
1601PC), de soluções dos corantes a 50 mg/L, a mesma concentração 
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utilizada na maior parte dos experimentos. A concentração de corante 50 
mg/L foi escolhida por ser uma concentração de corante tipicamente 
encontrada nas águas residuais de indústrias têxteis (CRISTÓVÃO, 
2010). 
Após serem encontradas as melhores condições de remoção de 
cor de cada corante, os espectros de absorbância foram novamente 
obtidos. 
 
4.4 Determinação da Velocidade Inicial e da Redução de Cor 
 
 A determinação de redução de cor em percentual foi calculada 
através da fórmula utilizada por Agarry e Ajani (2011): 
 
100: x
Abs
AbsAbs
ãoDescoloraç
i
fi 
     (Equação 1) 
 
Onde: Absi é a absorbância da solução inicial e Absf é a absorbância da 
solução final (após o tratamento).  
 
 As absorbâncias das soluções do corante Azul Brilhante 
Remazol foram determinadas em 593 nm, do corante Azul Turqueza em 
621 nm, do corante Preto Remazol em 597 nm e do corante Vermelho 
CQ4BL em 541 nm. 
 
 A velocidade inicial de remoção de cor foi calculada conforme 
a equação: 
 
min10
/1 .min10 i
niciali
AbsAbs
V

       (Equação 2) 
 
Onde: Abs10 min é a absorbância da solução após 10 min de reação. 
 
4.5 Estudos de Remoção de Cor  
 
Os experimentos de remoção de cor foram realizados em 
condições de batelada em erlenmeyers de 125 mL com volume reacional 
de 100 mL e concentração de corante de 50 mg/L (exceto nos estudos de 
influência da concentração do corante)  
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Para os estudos foram variadas as condições de reação: 
concentração de enzima, concentração de peróxido de hidrogênio, pH e 
temperatura conforme os planejamentos experimentais.  
O pH das soluções foi mantido com 10 mL de solução tampão 
dos tampões citrato pH 3, citrato-fosfato pH 4 ou 5, ou fosfato pH 6,0, 
7,0 ou 8,0, em concentração 0,05 mol/L. A temperatura foi mantida com 
banho termostatizado, e os resultados expressos como média ± Desvio 
Padrão 
 Todos os experimentos de remoção de cor, exceto o 
planejamento fatorial 2
4
, foram realizados em triplicatas. 
 
4.6 Estudo dos Fatores de Maior Influência na Remoção dos 
Corantes 
 
A fim de determinar a influência de inúmeras variáveis nos 
resultados de um determinado processo ou sistema, uma ferramenta 
eficaz é a aplicação de um planejamento experimental. 
Foi realizado um planejamento fatorial 2
4
 com três repetições 
no ponto central, gerado pelo software Statistica 7.0, como primeiro 
passo em busca das melhores condições experimentais para a remoção 
de cor dos corantes têxteis pela enzima HRP. Os fatores analisados e os 
níveis estão especificados na Tabela 5. Os valores utilizados para os 
níveis foram escolhidos com base em testes preliminares. 
 
Tabela 5. Fatores e níveis utilizados no planejamento fatorial 2
4
. 
  Níveis  
Fatores -1 0 +1 
[E] - Concentração de Enzima 
(U/mL) 
2,10 21,04 39,97 
[H2O2] - Concentração de H2O2 
(mM) 
3 x 10
-5
 2 x 10
-4
 3 x 10
-4
 
pH 4 5 6 
T (°C) 20 30 40 
 
Os 4 fatores foram analisados em dois níveis e com triplicata no 
ponto central, totalizando 19 experimentos, conforme indicado na 
Tabela 6. 
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Tabela 6. Planejamento experimental dos fatores de maior influência para 
remoção dos corantes. 
 Fatores 
Ensaio [E] [H2O2] pH Temperatura 
1 -1 -1 -1 -1 
2 1 -1 -1 -1 
3 -1 1 1 -1 
4 1 1 1 -1 
5 -1 -1 -1 -1 
6 1 -1 -1 -1 
7 -1 1 1 -1 
8 1 1 1 -1 
9 -1 -1 -1 1 
10 1 -1 -1 1 
11 -1 1 1 1 
12 1 1 1 1 
13 -1 -1 -1 1 
14 1 -1 -1 1 
15 -1 1 1 1 
16 1 1 1 1 
17 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 
19 0 0 0 0 
 
A velocidade inicial (em 10 min) e a porcentagem de remoção 
de cor em 60 min foram utilizadas como resposta.  Os resultados obtidos 
foram tratados com o auxílio do programa Statistica (7.0) para obtenção 
do Gráfico de Pareto e do diagrama do planejamento experimental. 
Este planejamento foi realizado para os cinco corantes 
estudados. A partir deste momento, em virtude dos resultados obtidos, 
os demais testes de remoção de cor dos corantes seguiram de maneiras 
diferentes. O corante Vermelho Brilhante, por não apresentar remoção 
de cor neste estudo, não foi utilizado nas demais análises. 
 
4.7 Estudo Cinético da Degradação Enzimática dos Corantes  
 
4.7.1 Avaliação da Influência da Concentração de Enzima 
 
De acordo com os resultados obtidos na etapa anterior, 4.6, foi 
realizada a avaliação da influência da quantidade de enzima nas reações. 
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Neste estudo, a concentração de enzima foi variada em cinco 
diferentes valores, mantendo as outras variáveis do processo constantes, 
conforme a Tabela 7. 
 
Tabela 7. Condições das reações do estudo da influência da quantidade de 
enzima nas reações de remoção de cor. 
 Azul 
Brilhante 
Azul 
Turqueza 
Preto 
Remazol 
Vermelho 
CQ4BL 
Concentração de 
Enzima (U/mL) 
2,63  2,63  10,52  10,52  
5,26  5,26  21,04. 21,04 
10,52  10,52 31,56 31,56 
15,79  15,79  42,08 42,08 
21,04 21,04 52,60 52,60 
Concentração de 
H2O2 (mM) 
2 x 10
-4
  2 x 10
-4
  2 x 10
-4
  2 x 10
-4
  
pH 6 4 4 4 
Temperatura (°C) 25  25  25  25  
 
Para os corantes Preto Remazol e Vermelho CQ4BL, por não 
terem alcançados resultados satisfatórios de remoção de cor no 
planejamento experimental (com o corante Preto Remazol foi obtido no 
máximo 77,7% e como corante Vermelho CQ4BL, 19,1%) optou-se por 
estudar concentrações mais altas de enzima. 
As absorbâncias das soluções foram medidas por 300 min, 
sendo que nos primeiros 120 min, foram feitas leituras a cada 10 min e, 
a seguir, de 30 em 30 min. 
 
4.7.2 Avaliação da Influência da Concentração de Peróxido de 
Hidrogênio  
 
Foram selecionadas 3 concentrações de enzima e cada uma 
destas concentrações foi estudadada com seis diferentes concentrações 
de peróxido de hidrogênio, conforme a Tabela 8. As demais condições 
do estudo foram as mesmas utilizadas no item 4.7.1.  
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Tabela 8. Condições das reações do estudo cinético da degradação enzimática 
dos corantes e otimização da quantidade de peróxido de hidrogênio.  
 Concentração de 
Enzima 
(U/mL) 
Concentração H2O2 
(mM x 10
-5
) 
  1,25  
Azul Brilhante 5,26  2,50  
10,52  5,00 
15,79  10,00 
  20,00 
  40,00 
 
Azul Turqueza 
 1,25  
5,26 2,50  
10,52 5,00 
15,79 10,00 
  20,00 
  40,00 
  1,25  
Preto Remazol 21,04 2,50  
 31,56 5,00 
 42,08 10,00 
  20,00 
  40,00 
  1,25  
Vermelho CQ4BL 31,56 2,50  
42,08 5,00 
 52,60 10,00 
  20,00 
  40,00 
 
4.7.3 Avaliação da Influência do pH e da Temperatura  
 
 Neste experimento, foram estudadas a influência da temperatura 
e do pH sobre a remoção de cor pela enzima HRP. Foram estudadas as 
seguintes temperaturas: 20, 30 e 40 °C, em pH 3, 4, 5, 6, 7, e 8, 
totalizando 18 experimentos para cada corante. 
As demais condições utilizadas nestes experimentos foram as 
consideradas ótimas em relação aos experimentos anteriores. As 
condições encontram-se especificadas na Tabela 9.  
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Tabela 9. Condições das reações do estudo cinético da degradação enzimática 
dos corantes e otimização do pH e da temperatura. 
 Azul 
Brilhante 
Azul 
Turqueza 
Preto 
Remazol 
Vermelho 
CQBL 
Concentração de Enzima 
(U/mL) 
10,5  5,25  31,56 21,56  
Concentração de H2O2 
(mM) 
1 x 10-4  2,5 x 10-5  5 x 10-5  5 x 10-5  
 
Foram feitas leituras de absorbância das soluções em intervalos 
de 10 min por um período de tempo total de 60 min. 
 
4.7.3.1 Estudo da Cinética de Degradação  
 
Para os estudos da cinética de degradação, foram utilizadas as 
condições de reação: concentração de enzima, concentração de peróxido 
de hidrogênio, pH e temperatura que apresentaram melhor descoloração 
em 60 min no experimento anterior. As reações foram acompanhadas 
minuto a minuto durante os 10 min iniciais e, a seguir, em intervalos de 
10 min até um tempo total de 60 min. 
 
4.7.3.1.1 Estudo da Cinética de Degradação – Primeira Ordem 
 
Os processos de primeira ordem simples são caracterizados pela 
velocidade da reação ser diretamente proporcional à concentração de 
apenas um dos reagentes (A), descrita matematicamente pela equação 3. 
 
A
A kC
dt
dC
rA 

                                                        (Equação 3) 
 
Separando e integrando, obtém-se a equação 4. 
 
ktCCA  0lnln                                                                 (Equação 4) 
 
onde C0: concentração inicial, CA: concentração no tempo t e k: a 
constante de velocidade da reação.  
Desta forma, um gráfico de ln [CA] contra t resulta em uma reta 
de inclinação negativa e com coeficiente angular –k.  
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4.7.3.1.2 Estudo da Cinética de Degradação – Segunda Ordem 
 
No caso da cinética de degradação de segunda ordem, a 
Equação 5 representa a relação matemática entre concentração e tempo 
de reação 
 
2
2 A
A
A Ck
dt
dC
r 

      (Equação 5) 
 
Separando e integrando, obtém-se a equação 6. 
 
kt
CCA

0
11                                                                         (Equação 6) 
Um gráfico de 1/CA contra t resulta em uma reta crescente com 
coeficiente linear 1/C0 e coeficiente angular k. 
 
4.7.3.1.3 Estudo da Cinética de Degradação – Pseudo Primeira 
Ordem 
 
 Segundo El Haddad et al. (2014), a Equação que descreve o 
modelo de pseudo primeira ordem é: 
  
tKCCLogCCLog eeA )303,2/'()()( 10                (Equação 7) 
 
onde, Ce é a concentração de corante no equilíbrio. 
 
Um gráfico de log (CA – Ce) contra t resulta em uma reta 
crescente.  
 
4.7.3.1.4 Estudo da Cinética de Degradação – Pseudo Segunda 
Ordem 
 
Ainda de acordo com El Haddad et al. (2014), a Equação 8 
descreve o modelo de pseudo primeira ordem. 
 
t
CCKC
t
eeA
1
/'
1
2
2
                                           (Equação 8) 
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Se o processo corresponder a uma cinética de pseudo segunda ordem, o 
gráfico t/CA em função de t fornecerá uma relação linear, na qual Ce
2
 e 
K2’ poderão ser determinados a partir do coeficiente angular e do 
coeficiente linear do gráfico. 
 O método utilizado para a determinação da ordem de reação foi 
o do ajuste da melhor reta obtida entre os modelos de primeira ordem e 
de segunda ordem. 
 
4.7.4 Estudo sobre a Influência da Relação Concentração de 
Peróxido de Hidrogênio: Concentração de Corante 
 
 Estudou-se as concentrações de corante de 25 mg/L e 100 
mg/L. Cada uma destas concentrações foram avaliadas utilizando a 
quantidade de peróxido de hidrogênio considerada ótima (Tabela 10), e 
quantidade proporcional (concentração de corante: concentração de 
peróxido de hidrogênio) ou seja, a quantidade considerada ótima para as 
soluções a 50 mg/L. As demais condições dos ensaios foram as 
consideradas ótimas para as soluções de corante a 50 mg/L. Foram lidas 
as absorbâncias das soluções em intervalos de 10 min por 60 min. 
 
Tabela 10. Melhore condições das reações de descoloração de soluções dos 
corantes têxteis a 50 mg/L. 
 Azul 
Brilhante 
Azul 
Turqueza 
Preto 
Remazol 
Vermelho 
CQ4BL 
Concentração de 
Enzima (U/mL) 
10,5  5,25  31,56 21,04 
Concentração de 
H2O2 (mM) 
1 x 10
-4
  2,5 x 10
-5
  5 x 10
-5
  5 x 10
-5
  
pH 6 4 4 4 
Temperatura (°C) 30  30  40  30  
 
4.7.5 Estudo sobre a Influência da Concentração de Corante sobre 
as Condições da Reação  
 
 Foi avaliada a influência da concentração de corante na 
remoção de cor em 60 min. As concentrações de corante estudadas 
foram: 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0 mg/L e as demais condições 
utilizadas são as mesmas descritas na Tabela 10. 
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4.8 Testes de Toxicidade 
 
Antes da realização dos ensaios de toxicidade, as amostras 
foram submetidas a ajuste de pH para 6,0-7,0 com HCl ou NaOH. As 
amostras utilizadas no teste com V. fischeri tiveram sua salinidade 
ajustada.  
 
4.8.1 Teste de Toxicidade Aguda utilizando o Organismo Daphnia 
magna 
 
O teste agudo com o organismo-teste Daphnia magna seguiu o 
descrito na NBR 12.713 (ABNT, 2004a), sendo utilizados neonatos de 
Daphnia magna, com 2 a 26 h de idade.  
Cada amostra foi testada utilizando 6 diluições na razão 2. Cada 
diluição foi preparada em duplicata da seguinte forma: colocou-se 25 
mL da solução teste em um béquer, em seguida, adicionou-se 10 
organismos, incubou-se por 48 h e então observou-se a quantidade de 
organismos imóveis. 
 No controle e como diluente foi usado água de diluição, 
também chamada meio ISO, descrito na norma ISO 6341 (ISO, 1996). 
Para o controle dos testes, a imobilidade aceita foi de, no máximo, 10%. 
 Mensalmente, os organismos-teste D. magna passaram pelo 
teste de sensibilidade frente à substância de referência, dicromato de 
potássio (K2Cr2O7), visando garantir a validação dos testes realizados. 
Os resultados foram expressos em Fator de Diluição (FD), que 
equivale à menor diluição em que a imobilidade é superior a 10% e em 
CE50, que indica a concentração que causa imobilidade a 50% dos 
organismos testados. 
O parâmetro FD é utilizado para o enquadramento dos efluentes 
nos Estados de Santa Catarina (Portaria 017/02 FATMA) e Paraná 
(Portaria 019/06 IAP).  
 
4.8.2 Teste de Toxicidade Aguda utilizando o Organismo Vibrio 
fischeri 
 
No ensaio de toxicidade com a bactéria V. fischeri, compara-se 
a medição de sua luminescência natural antes e após um intervalo de 
exposição a uma amostra. Na presença de substâncias tóxicas, a 
intensidade da luz diminui devido à inibição de processos metabólicos 
da célula (PARVEZ et al., 2006). 
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O teste foi realizado de acordo com a ABNT NBR 15411-
3:2012, utilizando como tempo de exposição 30 min. Foram testadas 7 
diluições na razão 2, utilizando como diluente solução de NaCl 2%. Os 
resultados foram expressos em Fator de Diluição (FD), que equivale à 
menor diluição dentre uma série de diluições analisadas, na qual a 
inibição da luminescência é inferior a 20%. 
 
4.8.3 Teste de Eficiência Fotossintética no PAM utilizando o 
Organismo Euglena gracilis 
 
Os parâmetros relacionados à fotossíntese foram medidos 
através de um fluorímetro de amplitude de pulso modulada WATER-
PAM, Walz, Effeltrich, Alemanha. Este equipamento faz leituras de 
fluorescência relacionadas à clorofila a do fotossistema II. De acordo 
com Pinto (2012) o princípio de medição do PAM é baseado em 
mudanças no nível de fluorescência da clorofila, após a aplicação de 
pulsos de luz saturada. As culturas testadas foram adaptadas no escuro 
por 1 h antes dos testes. 
Foram feitas diluições 1: 2 de alga (Euglena gracilis) e das 
soluções de corante (100 mg/L) antes e após o tratamento. Estas 
soluções foram submetidas à análise no PAM após 2 e 7 dias de 
incubação. 
Para as análises foram retirados 5 mL de amostra, as quais 
foram transferidas para a cubeta do equipamento PAM. As amostras 
foram, então, submetidas à emissão dos pulsos de luz saturante para 
avaliação da atividade fotossintética.  
A emissão de um pulso de luz saturante permite detectar a 
fluorescência máxima Fm, indicando redução completa do receptor de 
elétrons no fotosistema II (FSII). A Luz-resposta das curvas foi 
determinada para todas as amostras antes e após o tratamento. As algas 
foram expostas a intensidade da iluminação crescente (gerado por uma 
lâmpada halógena interna) em 10 passos de 0 a 3111 molm
2
/s. Após 20 
s de cada etapa de iluminação, um pulso saturante foi aplicado e o 
rendimento fotossintético do fotossistema II (Fo (fluorescência inicial) / 
Fm (fluorescência máxima)) e a ETR (taxa de transporte de elétrons) 
foram medidos automaticamente (PINTO, 2012).  
Em seguida, os dados foram plotados contra o PAR incidente 
(radiação fotossinteticamente ativa em molm
2
/s).  
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4.8.4 Teste de Toxicidade Crônica utilizando o Organismo Daphnia 
magna 
 
 O teste de toxicidade crônica foi realizado de acordo com a 
metodologia utilizada por Brentano (2006). Para realização dos testes, 
foram utilizados organismos da espécie Daphnia magna jovens, com 2 a 
26 h de idade. 
 Os organismos foram separados em 9 grupos com 10 indivíduos 
cada. Os grupos foram denominados: Controle, Azul Brilhante, Azul 
Brilhante após o tratamento, Azul Turqueza, Azul Turqueza após o 
tratamento, Vermelho CQ4BL, Vermelho CQ4BL após o tratamento, 
Preto Remazol e Preto Remazol após o tratamento. Cada ensaio foi 
realizado com 3 concentrações de amostra (1, 5 e 10 mg/L), exceto o 
controle (em que foi utilizado somente água reconstituída - meio M4). 
Todas as diluições necessárias foram realizadas com meio M4. Os 
ensaios foram acompanhados por 21 dias. 
 Para cada ensaio, utilizaram-se 10 réplicas, dispondo 
individualmente 10 organismos jovens de Daphnia magna em 
recipientes plásticos de 50 mL. Cada recipiente recebeu 25 ml de 
solução-teste. Os testes foram mantidos nas mesmas condições 
ambientais que os lotes de cultivo, com fotoperíodo de 16 h de luz e 
temperatura de 20 ºC ± 2. Os organismos foram alimentados três vezes 
por semana, em dias intercalados, sendo fornecido como alimento a alga 
clorofícea Scenedesmus subspicatus. Os organismos foram 
acompanhados durante o teste com observações três vezes por semana, 
nos mesmos dias em que eram alimentados. Nestes momentos 
observavam-se a sobrevivência e número de jovens gerados por fêmea. 
Nas leituras, a partir da primeira semana também substituía-se a 
solução-teste. 
 Visando avaliar a toxicidade das amostras testadas, dois 
parâmetros foram analisados na execução do teste: longevidade e 
fecundidade. A longevidade foi avaliada pela sobrevivência, 
expressando o número de daphnias sobreviventes no período. A 
fecundidade foi avaliada pela contagem total dos neonatos gerados pelas 
fêmeas, e então, foi calculada a média de filhotes produzidos por fêmea. 
Para o cálculo desta média, no caso de haver morte de adultas, não 
considerou-se esta mãe e excluiu-se o número de filhotes que ela  
produziu até então. No caso de existir um macho entre os organismos-
teste adultos que estavam sendo testados, apenas os dados de avaliação 
da longevidade foram utilizados como resultado, não incluindo este 
indivíduo nos cálculos de fecundidade. 
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4. 9 Análise Estatística 
 
Os resultados dos experimentos de remoção de cor foram 
avaliados através da análise de variância (ANOVA), seguidos pelo teste 
de Tukey ao nível de 5% de significância (p<0,05) com o auxílio do 
software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., USA). Nos testes de planejamento 
experimental, este mesmo software foi utilizado para análise e 
representação dos resultados. Para os cálculos da LC50 dos 
experimentos de toxicidade foi utilizado o programa SigmaPlot 12.  
 
4.9.1 Determinação da Concentração Eficaz Média (CE50)  
 
 Os dados referentes aos ensaios agudos deste trabalho foram 
tratados de acordo com Gelber et al. (1985) onde, estima-se a 
concentração da substância-teste que causa efeito a 50% (porcentagem 
que oferece uma maior reprodutibilidade e uma estimativa pontual) da 
população alvo testada, durante um período de tempo indeterminado.  
 Para a determinação da concentração eficaz média (CE50) foi 
utilizada a Equação 9 que interpreta os dados experimentais (TAHEDL; 
HÄDER, 1999; WILLEMANN, 2002; MILLÁN DE KUHN et al., 
2006). 
   
 
(Equação 9) 
 
 
 
Onde y é a variável de resposta (porcentagem de organismos mortos), c 
é a concentração da substância, y0 é a resposta quando a concentração 
tende a infinito e b é um fator de escala.  
Os dados foram processados usando o software Sigma-Plot para 
o Windows SP. 12, (Systat Software Inc.). Este modelo corresponde à 
Equação 10, proposta por Emmens (TAHEDL; HÄDER, 1999) para 
interpretar as relações concentração-efeito.  
  
(Equação 10) 
 
 
O software ajusta os valores de uma regressão não linear. O 
programa Sigma-Plot utilizado para elaborar o gráfico e obter a curva 
sigmoidal, usa o algoritmo de Levenberg-Marquardt (Equação 2) para 
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determinar os parâmetros das variáveis independentes que dão o melhor 
ajuste entre a equação e os dados. Este algoritmo determina os valores 
dos parâmetros iterativamente, de modo que a soma das diferenças ao 
quadrado entre os valores observados e preditos da variável dependente 
é minimizada, sendo i o valor observado e yi o valor previsto. Os 
parâmetros CE50, b e y0 (ver Equação 9) são otimizados para minimizar 
algoritmo (SS). Os intervalos de confiança do conjunto de parâmetros 
otimizados são calculados a partir da matriz de covariância com um 
nível de erro de 5%. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Estudos de Remoção de Cor do Corante Azul Brilhante 
 
5.1.1 Estudo dos Fatores de Maior Influência na Remoção de Cor do 
Corante – Azul Brilhante 
 
O corante conhecido como Azul Brilhante Remazol (Reactive 
Blue 19) é um corante antraquinona vinilsulfona, bastante resistente à 
oxidação química devido à sua estrutura antraquinona ser estabilizados 
por ressonância (FANCHIANG e TSENG, 2009). Sendo assim, alguns 
estudos têm sido realizados com enzimas, fungos e bactérias com 
objetivo de remover ou degradar este corante. 
O objetivo deste estudo foi conhecer as variáveis mais 
importantes do processo de remoção de cor do corante Azul Brilhante 
pela enzima HRP. Os fatores analisados e os níveis estão especificados 
na Tabela X, e na Tabela 11 são mostrados todos os ensaios conforme a 
matriz do planejamento fatorial e os respectivos valores de velocidade 
inicial (em 10 min) e porcentagem de remoção de cor, em 60 min. 
 
Tabela 11. Fatores e níveis utilizados no planejamento fatorial 2
4
. 
  Níveis  
Fatores -1 0 +1 
[E] - Concentração de Enzima 
(U/mL) 
2,10 21,04 39,97 
[H2O2] - Concentração de H2O2 
(mM) 
3 x 10
-5
 2 x 10
-4
 3 x 10
-4
 
pH 4 5 6 
T (°C) 20 30 40 
 
Tabela 12. Resultados de velocidade inicial e remoção de cor do corante Azul 
Brilhante em função das condições de reação. 
Experimento [E] [H202] pH T 
Velocidade 
inicial (min
-1
) 
Remoção 
de cor 
(%) 
1 -1 -1 -1 -1 0,0284 33,10 
2 1 -1 -1 -1 0,0406 37,40 
3 -1 1 -1 -1 0,041 51,50 
4 1 1 -1 -1 0,0904 89,30 
5 -1 -1 1 -1 0,0177 33,80 
6 1 -1 1 -1 0,0423 34,40 
7 -1 1 1 -1 0,0145 44,40 
8 1 1 1 -1 0,0863 93,40 
9 -1 -1 -1 1 0,0027 6,00 
10 1 -1 -1 1 0,053 51,10 
11 -1 1 -1 1 0,0061 6,10 
12 1 1 -1 1 0,0902 88,10 
13 -1 -1 1 1 0,0174 44,10 
14 1 -1 1 1 0,005 48,50 
15 -1 1 1 1 0,0127 37,30 
16 1 1 1 1 0,0879 95,50 
17 0 0 0 0 0,0888 94,60 
18 0 0 0 0 0,089 94,40 
19 0 0 0 0 0,0892 94,80 
Sendo, [E]: concentração de enzima, [H2O2]: concentração de peróxido de 
hidrogênio e T: temperatura. 
 
Os Gráficos de Pareto, nas Figuras 13 e 14, mostram os efeitos 
das variáveis experimentais para as respostas: velocidade inicial e 
remoção de cor (%), respectivamente. O diagrama de Pareto ilustra, 
graficamente, a influência das variáveis independentes sobre as 
variáveis respostas, considerando-se significativas aquelas em que as 
colunas horizontais ultrapassam as linhas tracejadas, representativas 
para intervalo de confiança de 95 % (p<0,05). 
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Figura 13. Gráfico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2
4
 com três 
repetições no ponto central para o corante Azul Brilhante Remazol utilizando 
como resposta a velocidade inicial. 
 
 
Figura 14. Gráfico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2
4
 com três 
repetições no ponto central para o corante Azul Brilhante Remazol utilizando 
como resposta à remoção de cor (%). 
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Para o corante Azul Brilhante, a única variável que influenciou 
significativamente a velocidade inicial de remoção de cor e a remoção 
de cor em 60 min, no planejamento experimental utilizado, foi a 
concentração de enzima. 
Como os fatores pH e temperatura não apresentaram influência 
na remoção de cor dentro da faixa do estudo utilizada no planejamento 
inicial, para os demais testes foi utilizado pH 6, por ser mais próximo à 
neutralidade, e a temperatura de 25 °C (exceto nos experimentos em que 
o objetivo era avaliar a influência do pH e da temperatura nas reações de 
remoção de cor). 
Embora esteja bem estabelecido que a atividade das enzimas é 
dependente do pH e da temperatura, para os valores estudados no 
planejamento inicial, estas variáveis não demonstraram efeitos 
significativos. 
 O coeficiente de determinação obtido foi igual a 0,678, sendo 
assim, esta equação não conseguiu descrever de forma satisfatória os 
resultados experimentais.  
A análise dos valores das respostas é facilitada usando o 
diagrama do planejamento fatorial da Figura 15. Para análise do 
diagrama, como só podem ser utilizados três efeitos, descartou-se a 
temperatura, pois a soma de seus efeitos para as duas variáveis resposta 
analisadas foi a menor. 
 
Figura 15. Diagrama do planejamento fatorial 2
4
 do corante Azul Brilhante 
Remazol para as variáveis resposta a) Velocidade inicial e b) Remoção de cor 
em 60 min. 
a) 
 
b)  
 
92
 Para a variável resposta velocidade inicial, os maiores 
resultados foram obtidos utilizando a concentração de enzima e a 
concentração de peróxido de hidrogênio no nível +1 e o pH no nível -1. 
Ao avaliar a variável resposta remoção de cor em 60 min, os melhores 
resultados foram obtidos utilizando a concentração de enzima, a 
concentração de peróxido de hidrogênio e o pH nos níveis +1. Estes 
resultados indicam que, com a utilização de pH 4, a descoloração inicial 
ocorre de forma mais rápida, entretanto a eficiência da remoção de cor 
em 60 min é maior em pH 6. 
 
5.1.2 Estudo da Influência da Concentração de Enzima – Corante 
Azul Brilhante Remazol 
 
A concentração de enzima é um fator que apresenta grande significância 
nos processos de remoção de cor, determinando a velocidade da reação 
e não a descoloração em si. De modo geral, quanto maior a 
concentração de catalisador mais rápida é a reação. A influência da 
concentração de enzima foi avaliada em cinco níveis, mantendo os 
outros fatores constantes (pH 6, temperatura de 25 °C e concentração de 
peróxido de hidrogênio de 2 x 10
-4
 mM), os resultados estão expressos 
na Figura 16. 
 
Figura 16. Gráfico de remoção de cor do corante Azul Brilhante por tempo para 
diferentes concentrações de enzima utilizadas.  
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É possível observar que a cinética da reação é influenciada pela 
concentração de enzima, entretanto para as duas concentrações mais 
altas de enzima não foi possível observar diferenças nas remoções de 
cor alcançadas a partir de 30 min. A partir de 60 min de reação os 
resultados de remoção de cor obtidos com as concentrações de enzima: 
10,52, 15,79 e 21,04 U/mL foram estatisticamente iguais entre si, e 
ultrapassaram 90% de descoloração. A concentração de enzima 5,23 
U/mL teve seus resultados estatisticamente iguais a este grupo somente 
após 180 min de reação. 
Para a avaliação da influência da quantidade de peróxido de 
hidrogênio, foram utilizadas as concentrações de enzima de 5,26, 10,52, 
15,79 U/mL. A concentração de enzima de 2,63 U/mL não foi utilizada 
por ter levado a uma reação muito lenta, e a concentração de 21,04 
U/mL por apresentar cinética de reação semelhante às soluções com 
15,79 U/mL. 
 
5.1.3 Estudo da Influência da Concentração de Peróxido de 
Hidrogênio – Corante Azul Brilhante 
 
Como a atividade da HRP é dependente de peróxido de 
hidrogênio, torna-se fundamental estudar sua influência nas reações. 
Uma quantidade muito baixa deste reagente pode limitar a eficiência da 
reação, e o excesso de peróxido de hidrogênio no meio reacional, como 
demonstrado por Silva (2008), Mohan et al. (2005), Souza et al. (2007) 
e Pereira et al. (2015), pode inibir a atividade enzimática. De acordo 
com Kalsoom et al. (2013), concentrações elevadas de peróxido de 
hidrogênio são prejudiciais para o processo, provavelmente, por 
danificar a própria enzima. 
 Para o estudo da influência da quantidade de peróxido de 
hidrogênio nas reações, foram utilizadas soluções com 5,26 U/mL, 
10,52 U/mL e 15,79 U/mL de enzima, variando-se a concentração de 
peróxido de hidrogênio em 6 níveis (Figuras 17, 18 e 19).  
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Figura 17. Gráfico de remoção de cor do corante Azul Brilhante por tempo para 
concentração de enzima de 5,26 U/mL. 
 
 
 
Figura 18. Gráfico de remoção de cor do corante Azul Brilhante por tempo para 
concentração de enzima de 10,52 U/mL. 
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Figura 19. Gráfico de remoção de cor do corante Azul Brilhante por tempo para 
concentração de enzima de 15,79 U/mL. 
 
  
Concentrações de peróxido de hidrogênio iguais ou inferiores a 
5 x 10
-5
 mM mostraram-se insuficientes para promover altas remoções 
de cor do corante Azul Brilhante, independentemente da quantidade de 
enzima utilizada. 
A concentração de enzima mostrou-se ser um fator 
determinante sobre a influência da concentração de peroxido de 
hidrogênio nas reações de remoção de cor. Apenas com a utilização de 
5,26 U/mL de enzima foi possível observar a inibição que pode 
acontecer pelo excesso de peróxido de hidrogênio. Com esta 
concentração de enzima, até o tempo de 180 min, a remoção de cor das 
soluções com 4 x 10
-4
 mM de peróxido de hidrogênio foi 
significativamente menor do que nas soluções que possuíam metade ou 
um quarto desta concentração. 
Quando são utilizadas baixas concentrações de peróxido de 
hidrogênio, tem-se um pico máximo de descoloração e, em seguida, uma 
queda no rendimento da reação. Quanto maior a quantidade de enzima, 
mais rápido é consumido o peróxido de hidrogênio e mais rápida é a 
queda no rendimento da reação.  
De acordo com Hong-Mei e Nicell (2008), a susceptibilidade da 
enzima HRP à inativação pelo excesso de peróxido de hidrogênio pode 
estar relacionada com a produção de formas cataliticamente inativas 
chamadas verdohaemoprotein (P-670) e compostos III. A inativação 
pode ser, também, causada devido à interação de enzimas com radicais 
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livres produzidos durante a reação catalítica e produtos poliméricos 
oriundos da junção subsequente desses radicais livres. A Figura 20 
apresenta o ciclo catalítico da HRP demonstrando o efeito do peróxido 
de hidrogênio na ativação e inativação desta enzima. 
 
Figura 20. Ciclo catalítico das hemeperoxidases 
 
Fonte: Odier; Artaud, 1992. 
 
Foi escolhido como melhor tratamento as seguintes condições 
de reação: 10,5 U/mL de enzima e 1 x 10
-4
 mM de peróxido de 
hidrogênio. Nestas condições, foi possível obter descolorações acima de 
90% em 60 min. No estudo da influência do pH e da temperatura das 
reações de descoloração foram utilizadas estas condições. 
 
5.1.4 Estudo da Influência do pH e da Temperatura – Corante Azul 
Brilhante Remazol 
 
O aumento da temperatura tende a aumentar a velocidade das 
reações, entretanto, a temperaturas elevadas, acima da temperatura 
ótima, as enzimas podem desnaturar e, consequentemente perder sua 
atividade. Efeito semelhante pode ocorrer com relação ao pH, onde pHs 
extremos tendem a desnaturar as proteínas. Além disto, uma mesma 
enzima pode ter diferentes pHs e temperaturas ótimas para diferentes 
substratos. Desta forma, é importante estudar as melhores condições de 
reação para os diversos substratos possíveis. 
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Os resultados do estudo da influência do pH e da temperatura 
para o corante Azul Brilhante estão apresentados nas Figuras 21 a 24.  
 
Figura 21. Influência do pH na remoção de cor do corante Azul Brilhante à 
temperatura de 20 °C. 
 
 
 
Figura 22. Influência do pH na remoção de cor do corante Azul Brilhante à 
temperatura de 30 °C. 
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Figura 23. Influência do pH na remoção de cor do corante Azul Brilhante à 
temperatura de 40 °C. 
 
 
 
Figura 24. Influência da temperatura e do pH na remoção de cor do corante 
Azul Brilhante no tempo de 60 min. 
 
 
A cinética de remoção de cor deste corante é fortemente 
influenciada pelo pH do meio. Para o fator temperatura, não é possível 
estabelecer um padrão de influência, já que apresentou influência no 
rendimento das reações em apenas alguns pHs. Dependendo do pH do 
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meio de reação, o aumento de temperatura irá influenciar positiva ou 
negativamente, ou não provocará alteração no rendimento da reação. Em 
pH 5, independe da temperatura utilizada, foram obtidas remoções de 
cor superiores a 90% em 10 min de reação. Ao utilizar pH 6, foram 
alcançadas remoções de cor superiores a 90% somente a partir de 30 
min. Para os pHs 3 e 4, o aumento de temperatura ocasionou a 
diminuição da remoção de cor; em pH 8, o aumento de temperatura 
ocasionou um aumento na eficiência de remoção de cor, e nos pHs, 5 e 
6, que obtiveram as maiores remoções de cor, a temperatura não 
influenciou a remoção de cor final das soluções. 
Com base nestes resultados, e nos resultados dos experimentos 
anteriores, foram escolhidas como melhores condições para as reações 
de remoção de cor do corante Azul Brilhante a 50 mg/L: 10,5 U/mL de 
enzima, 1 x 10
-4
 mM de peróxido de hidrogênio, pH 5 ou 6 e 
temperatura de 20 ou 30 °C. Para fins de padronização, utilizou-se a 
temperatura de 30 °C e o pH 6 foi escolhido por estar mais perto da 
neutralidade. Nestas condições, alcançou-se uma remoção de cor maior 
que 90% aos 30 min de reação, e de cerca de 96% após 60 min.  
Outros estudos já abordaram a descoloração do corante Azul 
Brilhante pela HRP. Silva et al., (2010) obtiveram 58% de descoloração 
e Silva et al. (2012) alcançaram cerca de 66% de remoção de cor deste 
corante. Ambos os estudo foram realizados com soluções deste corante a 
50 mg/L e com a HRP extraída de nabo (Brassica campestre ssp. 
rapifera). 
 
5.1.5 Estudo sobre a Influência da Relação Concentração de 
Peróxido de Hidrogênio:Concentração de Corante – Corante Azul 
Brilhante Remazol 
 
Para estudar a influência da relação concentração de peróxido 
de hidrogênio:concentração de corante sobre as condições da reação 
foram variadas a concentração do corante para 25 e 100 mg/L. Para cada 
concentração foram realizados dois experimentos, um utilizando a 
mesma quantidade de peróxido de hidrogênio da solução ótima, 1 x 10
-4
 
mM, e o segundo usando a mesma proporção concentração de 
corante/concentração de peróxido utilizado na solução ótima. Nas 
Figuras 25 e 26 estão representados os resultados obtidos. As demais 
condições da reação foram as definidas como as melhores condições 
para remoção do corante Azul Brilhante. 
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Figura 25. Gráfico de remoção de cor em função do tempo para soluções de 25 
mg/L do corante Azul Brilhante variando a concentração de peróxido de 
hidrogênio. 
 
 
 
Figura 26. Gráfico de remoção de cor em função do tempo para soluções de 100 
mg/L do corante Azul Brilhante variando a concentração de peróxido de 
hidrogênio. 
 
  
Nas soluções com concentração de corante de 25 mg/L, ambas 
as concentrações de peróxido de hidrogênio testadas produziram 
remoções de cor estatisticamente iguais em todos os tempos estudados, 
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por este motivo não é possível observar no gráfico os pontos referentes a 
concentração de peroxido de hidrogênio de 5 x 10
-5
 mM. Para as 
soluções com concentração de corante de 100 mg/L a baixa 
concentração de peróxido de hidrogênio, 1 x 10
-4 
mM, foi incapaz de 
produzir alta descoloração. 
A concentração de peróxido de hidrogênio requerida para ter 
um alto rendimento de reação de descoloração do corante Azul 
Brilhante mostrou-se ser dependente da concentração de corante 
utilizada. Desta forma, para obter altos rendimentos de descoloração 
pode-se usar, 5 x 10
-5
 mM de peróxido de hidrogênio para descolorir 
soluções de concentração de corante de 25 mg/L e 2 x 10
-4
 mM de 
peróxido de hidrogênio se a concentração de corante for de 100 mg/L, o 
que indica uma relação peróxido de hidrogênio (mM)/Concentração de 
corante (g) igual a 0,002 mM/g de corante azul brilhante. 
 
5.1.6 Estudo sobre a Influência da Concentração de Corante – 
Corante Azul Brilhante Remazol 
 
A concentração do substrato presente na reação afeta 
diretamente as reações mediadas por enzimas. Se o valor de 
concentração de enzima é mantido constante e a concentração do 
substrato é aumentada gradualmente, a velocidade da reação deverá 
aumentar e atingir o valor máximo. Uma vez que a saturação é atingida 
(velocidade máxima da enzima, Vmax), qualquer outra adição de 
substrato não irá aumentar a velocidade de reação (KALSOOM et al., 
2013). 
  Os resultados do estudo da influência da concentração do 
corante Azul Brilhante na eficiência da remoção de cor são apresentados 
na Figura 27. Cada uma destas concentrações foi avaliada utilizando a 
quantidade de enzima, pH e temperatura definidas como melhores 
condições nos experimentos anteriores, e quantidade de peróxido de 
hidrogênio proporcional (concentração de corante: concentração de 
peróxido de hidrogênio) a quantidade considerada ótima para as 
soluções a 50 mg/L. 
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Figura 27. Gráfico de remoção de corante (em porcentagem e em mg/L) em 
função da concentração do corante Azul Brilhante para o tempo de 60 min. 
 
 
De acordo com Rauf e Ashraf (2012), geralmente, 
concentrações mais elevadas de corantes afetam adversamente os 
processos de descoloração à base de enzimas puras, e podem afetar 
negativamente o crescimento microbiano e diminuir a eficiência dos 
processos de degradação de corantes à base de microorganismos. Este 
efeito de inibição não foi encontrado nestes experimentos. A remoção de 
cor em percentagem foi estatisticamente igual em todas as 
concentrações de corantes estudadas. Para as concentrações de 12,5 a 
200 mg/L, quanto maior a concentração de corante utilizada maior a 
quantidade de corante removido (mg/L).  
A relação entre a concentração de corante e a quantidade de 
corante removido (mg/L), nas condições usadas no estudo, pode ser 
representada por uma função linear, onde a concentração de corante 
removido é diretamente proporcional a concentração de corante na 
amostra, com equação: y= 0,971x + 0,0483 (Equação 12) R
2
 = 1 
(gráfico apresentado no Apêndice C).  
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5.2 Estudos de Remoção de Cor do Corante Azul Turqueza 
 
5.2.1 Estudo dos Fatores de Maior Influência na Remoção do 
Corante – Azul Turqueza 
  
Na Tabela 13, são mostrados todos os ensaios conforme a 
matriz do planejamento fatorial e os respectivos valores de velocidade 
inicial (em 10 min) e porcentagem de remoção de cor para o corante 
Azul Turqueza. 
 
Tabela 13. Resultados de velocidade inicial e remoção de cor do corante Azul 
Turqueza remazol em função das condições de reação.  
Experimento [E] [H202] pH T 
Velocidade 
inicial (min
-1
) 
Remoção de cor 
(%) 
1 -1 -1 -1 -1 0,05849 55,78 
2 1 -1 -1 -1 0,07546 84,19 
3 -1 1 -1 -1 0,05697 58,05 
4 1 1 -1 -1 0,07515 83,13 
5 -1 -1 1 -1 0,03546 20,06 
6 1 -1 1 -1 0,04682 51,22 
7 -1 1 1 -1 0,03485 15,05 
8 1 1 1 -1 0,04591 48,48 
9 -1 -1 -1 1 0,05621 9,57 
10 1 -1 -1 1 0,07652 86,47 
11 -1 1 -1 1 0,05591 7,14 
12 1 1 -1 1 0,07424 85,87 
13 -1 -1 1 1 0,03773 27,96 
14 1 -1 1 1 0,05000 50,91 
15 -1 1 1 1 0,03561 16,87 
16 1 1 1 1 0,04682 60,33 
17 0 0 0 0 0,06061 70,45 
18 0 0 0 0 0,06091 68,24 
19 0 0 0 0 0,06121 65,93 
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Os Gráficos de Pareto, nas Figuras 28 e 29, respectivamente, 
mostram os efeitos das variáveis experimentais para as respostas: 
velocidade inicial e remoção de cor (%). 
 
Figura 28. Gráfico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2
4
 com três 
repetições no ponto central para o corante Azul Turqueza utilizando como 
resposta a velocidade inicial. 
 
 
Figura 29. Gráfico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2
4
 com três 
repetições no ponto central para o corante Azul Turqueza utilizando como 
resposta à remoção de cor (%). 
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 Para o corante Azul Turqueza, a variável que mais influenciou a 
velocidade inicial de remoção de cor foi o pH e, em seguida, a 
concentração de enzima. Já para a variável resposta remoção de cor em 
60 min, a variável de maior influência foi a concentração de enzima, 
seguida pelo pH. Em ambas as variáveis respostas analisadas, a 
concentração de enzima e o pH apresentaram efeitos significativos, 
sendo que, a concentração de enzima apresentou efeito positivo e o pH 
efeito negativo. Desta forma, para os demais testes utilizando o corante 
Azul Turqueza, o pH utilizado foi 4 e a temperatura escolhida, por não 
apresentar influência significativa, foi de 25 °C. 
A análise dos valores das respostas é facilitada usando o 
diagrama do planejamento fatorial da Figura 30.  
 
Figura 30. Diagrama do planejamento fatorial 2
4
 do corante Azul Turqueza para 
as variáveis resposta a) Velocidade inicial e b) Remoção de cor em 60 min. 
a) 
 
b)  
 
 
Para análise do diagrama foram utilizados somente os três 
efeitos de maior significância, descartando, portanto, a concentração de 
peróxido de hidrogênio. Da mesma forma que ocorreu com o corante 
Azul Brilhante, os maiores resultados de velocidade inicial e de remoção 
de cor ficaram próximos a maior concentração de enzima e ao menor 
pH. 
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5.2.2 Estudo da Influência da Concentração de Enzima – Corante 
Azul Turqueza Remazol 
 
 A influência da concentração de enzima foi avaliada em cinco 
níveis, mantendo constantes os outros fatores que, possivelmente, 
afetam o processo (pH 4, temperatura de 25 °C e concentração de 
peróxido de hidrogênio de 2 x 10
-4
 mM), os resultados estão expressos 
na Figura 31. 
Devido ao pH ter apresentado uma significativa influência nas 
reações de remoção de cor do corante Azul Turqueza, este parâmetro foi 
fixado em 4 para este experimento. A temperatura não se mostrou um 
fator de grande influência no planejamento inicial, desta forma, utilizou-
se a temperatura de 25 °C. 
 
Figura 31. Gráfico de remoção de cor do corante Azul Turqueza por tempo para 
diferentes concentrações de enzima utilizadas. 
 
 
Com a concentração de enzima 2,63 U/mL foi obtida uma 
remoção de cor de 77,5% (± 0,71), as demais concentrações ficaram 
entre 85-89 % ao final da reação (300 min). A cinética de remoção de 
cor para os tratamentos com 10,52 U/mL, 15,79 U/mL e 21,04 U/mL 
foram bastante semelhantes em todos os tempos analisados, sendo que 
uma remoção de cor maior que 80% foi obtida após 30 min para estes 
tratamentos. Para o tratamento 5,26 U/mL remoção de cor desta 
magnitude foi obtida só em 50 min.  
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Da mesma forma com o que ocorreu com o corante Azul 
Brilhante, no estudo posterior (estudo da influência da concentração de 
peróxido de hidrogênio – Corante Azul Turqueza), foram utilizadas as 
concentrações de enzima de 5,26, 10,52, 15,79 U/mL. A concentração 
de 2,63 U/mL não foi utilizada por apresentar cinética de reação muito 
lenta, e a concentração de 21,04 U/mL por apresentar cinética de reação 
semelhante às soluções com 15,79 U/mL.  
 
5.2.3 Estudo da Influência da Concentração de Peróxido de 
Hidrogênio – Corante Azul Turqueza 
 
 Nas Figuras 32, 33 e 34, estão apresentados os resultados do 
estudo da influência da concentração de peróxido de hidrogênio. 
 
Figura 32. Gráfico de remoção de cor do corante Azul Turqueza por tempo para 
concentração de enzima de 5,26 U/mL. 
 
  
[ ] Enzima: 
5,26 U/mL 
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Figura 33. Gráfico de remoção de cor do corante Azul Turqueza por tempo para 
concentração de enzima de 10,52 U/mL. 
 
 
 
Figura 34. Gráfico de remoção de cor do corante Azul Turqueza por tempo para 
concentração de enzima de 15,79 U/mL. 
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Souza et al. (2007) observaram a inibição da atividade da 
enzima peroxidase em concentrações de peróxido de hidrogênio acima 
de 2 x 10
-3
 mmol/L, na descoloração de soluções a 100 mg/L do corante 
têxtil Azul Turqueza Remazol G 133% pela enzima HRP. No presente 
estudo, não foi verificado o efeito inibidor de altas concentrações do 
peróxido de hidrogênio, mas foi possível chegar aos valores limites em 
que aumentos na concentração deste reagente não resultam em melhores 
resultados.  
Foi escolhido, como melhor tratamento, a reação com as 
seguintes condições: 5,26 U/mL de enzima e 2,55 x 10
-5
 mmol/L de 
peróxido de hidrogênio, pois com estas condições foi possível obter 
descolorações acima de 80% em 60 min utilizando pequenas 
quantidades de enzima e de peróxido de hidrogênio. No estudo da 
influência do pH e da temperatura nas reações de descoloração foram 
utilizadas estas condições. 
 
5.2.4 Estudo da Influência do pH e da Temperatura – Corante Azul 
Turqueza Remazol 
 
Os resultados do estudo da influência do pH e da temperatura 
para o corante Azul Turqueza estão apresentados nas Figuras 35 a 38. 
Foram utilizadas as condições: 5,26 U/mL de enzima e 2,55 x 10
-5
 
mmol/L de peróxido de hidrogênio. 
 
Figura 35. Influência do pH na remoção de cor do corante Azul Turqueza à 
temperatura de 20 °C. 
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Figura 36. Influência do pH na remoção de cor do corante Azul Turqueza à 
temperatura de 30 °C. 
 
 
 
Figura 37. Influência do pH na remoção de cor do corante Azul Turqueza à 
temperatura de 40 °C. 
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Figura 38. Influência da temperatura e pH na remoção de cor do corante Azul 
Turqueza no tempo de 60 min. 
 
 
De forma similar ao que ocorreu com o corante Azul Brilhante, 
a cinética de remoção de cor do corante Azul Turqueza é fortemente 
influenciada pelo pH do meio. Entretanto, a temperatura da reação 
apresentou influência no rendimento das reações em apenas alguns pHs. 
Quando utilizados os pHs 4 e 7, as remoções de cor em 60 min não 
foram influenciadas significativamente pela temperatura. Em pH 3, os 
melhores resultados foram obtidos a 20 °C, em pH 5 a 40 °C, em pH 6 a 
30 e 40 °C (significativamente iguais) e em pH 8 a 30 °C.  
As melhores remoções de cor foram obtidas com pH 4, 
independente da temperatura utilizada. As remoções de cor em pH 4 no 
tempo de 60 min para as temperaturas 20, 30 e 40 °C foram, 
respectivamente 85,43 (± 1,28), 88,01 (± 0,43), 86,59 (± 2,32), sendo 
estes resultados estatisticamente iguais entre si (teste Tukey, α: 0,05). 
Portanto, foram eleitos como melhores condições de reação  os valores 
de 5,26 U/mL de enzima, 2,55 x 10
-5
 mmol/L de peróxido de 
hidrogênio, pH 4 e, por fim de padronização, temperatura de 30 °C. 
Silva et al. (2012) conseguiram uma descoloração de cerca de 
60% (± 2,6) de soluções do corante Azul Turqueza a 50 mg/L com a 
enzima HRP em 60 min, utilizando concentração de enzima de 20,3 
U/mL, pH 7 e temperatura de 30 °C. Souza et al. (2007) obtiveram 59% 
de descoloração do mesmo corante em 45 min (utilizando como 
condições reacionais; pH 4, concentração de corante 100 mg/L, 
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concentração de enzima 29,85 U/mL e concentração de peróxido de 
hidrogênio de 2×10
−3
 mmol/L). No trabalho de Farias (2013), que 
utilizou a enzima HRP na descoloração de soluções do corante Azul 
Turqueza a 30 mg/L, foi obtida uma descoloração de 79% em 1 hora de 
reação utilizando concentração de enzima 29,85 U/mL, concentração de 
peróxido de hidrogênio 100 μM, pH 4 e temperatura de 20 °C.  
 
5.2.5 Estudo sobre a Influência da Relação Concentração de 
Peróxido de Hidrogênio:Concentração de Corante – Corante Azul 
Turqueza Remazol 
 
Nas Figuras 39 e 40 estão apresentados os resultados de 
remoção de cor em função do tempo para soluções de 25 mg/L e 100 
mg/L do corante Azul Turqueza. 
 
Figura 39. Gráfico de remoção de cor em função do tempo para soluções de 25 
mg/L do corante Azul Turqueza variando a concentração de peróxido de 
hidrogênio. 
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Figura 40. Gráfico de remoção de cor em função do tempo para soluções de 100 
mg/L do corante Azul Turqueza variando a concentração de peróxido de 
hidrogênio. 
 
 
 Nas concentrações estudadas, 25 e 100 mg/L, as diferentes 
concentrações de peróxido de hidrogênio, ao contrário do que ocorreu 
com o corante Azul Brilhante, não produziram respostas de remoção de 
cor significativamente diferentes. Para o estudo posterior, optou-se por 
utilizar concentrações proporcionais de peróxido de hidrogênio em 
relação a concentrações de corante, mesmo não havendo evidências da 
necessidade, apenas para assegurar que a concentração de peróxido de 
hidrogênio não seja o limitante da reação. 
 
5.2.6 Estudo sobre a Influência da Concentração de Corante – 
Corante Azul Turqueza Remazol 
 
Os resultados do estudo da influência da concentração do 
corante Azul Turqueza na eficiência da remoção de cor são apresentados 
na Figura 41. 
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Figura 41. Gráfico de remoção de corante (em porcentagem e em mg/L) em 
função da concentração do corante Azul Turqueza para o tempo de 60 min. 
 
 
 As melhores remoções de cor foram obtidas com as 
concentrações de corante de 25 e 50 mg/L, sendo que as concentrações 
de corante entre 12,5 mg/L e 100 mg/L produziram remoções de cor 
significativamente iguais das soluções com concentração de corante de 
50 mg/L. 
 Ao realizar a reação enzimática com 200 mg/L do corante Azul 
Turqueza, não foi possível obter altos valores de remoção de cor, em 
percentagem, no tempo de 60 min, entretanto a enzima mostrou-se 
bastante eficiente na remoção do corante (em mg/L). 
A relação entre a concentração de corante Azul Turqueza e a 
quantidade de corante removido (mg/L), nas condições usadas no 
estudo, assim como o comportamento observado com o corante Azul 
Brilhante pode ser representada por uma função linear. A equação que 
representa a relação entre a concentração de corante Azul Turqueza e a 
quantidade de corante removido (mg/L) é: y = 0,5582x + 9,7212 
(Equação 14) com R
2
 = 0,9712) (gráfico apresentado no Anexo C). 
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5.3 Estudos de Remoção de Cor do Corante Preto Remazol 
 
5.3.1 Estudo dos Fatores de Maior Influência na Remoção do 
Corante – Preto Remazol 
 
Na Tabela 14, são mostrados todos os ensaios conforme a 
matriz do planejamento fatorial e os respectivos valores de velocidade 
inicial (em 10 min) e porcentagem de remoção de cor para o corante 
Preto Remazol. 
 
Tabela 14. Resultados de velocidade inicial e remoção de cor do corante Preto 
Remazol em função das condições de reação.  
Experimento [E] [H202] pH T 
Velocidade 
inicial 
(min
-1
) 
Remoção de cor 
(%) 
1 -1 -1 -1 -1 0,0204 10,20 
2 1 -1 -1 -1 0,0953 51,50 
3 -1 1 -1 -1 0,0272 11,43 
4 1 1 -1 -1 0,1225 75,15 
5 -1 -1 1 -1 0,0034 1,22 
6 1 -1 1 -1 0,0136 7,69 
7 -1 1 1 -1 0,0050 1,16 
8 1 1 1 -1 0,0122 6,33 
9 -1 -1 -1 1 0,0340 13,82 
10 1 -1 -1 1 0,1702 72,00 
11 -1 1 -1 1 0,0354 13,27 
12 1 1 -1 1 0,1769 77,70 
13 -1 -1 1 1 0,0231 6,36 
14 1 -1 1 1 0,0497 16,73 
15 -1 1 1 1 0,0088 2,30 
16 1 1 1 1 0,0272 7,21 
17 0 0 0 0 0,0361 19,67 
18 0 0 0 0 0,0279 18,56 
19 0 0 0 0 0,0340 16,14 
 
116
As remoções de cor alcançadas no planejamento inicial com o 
corante Preto Remazol ficaram abaixo das remoções obtidas com os 
corantes Azul Brilhante e Azul Turqueza, sugerindo, portanto, que a 
degradação deste corante pela enzima peroxidase seja mais difícil, ou, 
exija condições não abordadas no planejamento inicial.  
Os Gráficos de Pareto, nas Figuras 42 e 43 mostram os efeitos 
das variáveis experimentais para as respostas: velocidade inicial e 
remoção de cor (%), respectivamente 
 
Figura 42. Gráfico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2
4
 com três 
repetições no ponto central para o corante Preto Remazol utilizando como 
resposta a velocidade inicial. 
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Figura 43. Gráfico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2
4
 com três 
repetições no ponto central para o corante Preto Remazol utilizando como 
resposta aà remoção de cor (%). 
 
 
As variáveis que mais influenciaram as reações foram o pH, que 
apresentou efeito negativo, a concentração de enzima, efeito positivo, e 
a interação entre as variáveis concentração de enzima e pH. Para a 
resposta velocidade inicial de remoção de cor a temperatura apresentou 
efeito positivo. 
A análise dos valores das respostas é facilitada usando o 
diagrama do planejamento fatorial da Figura 44. 
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Figura 44. Diagrama do planejamento fatorial 2
4
 do corante Preto Remazol para 
as variáveis resposta a) Velocidade inicial e b) Remoção de cor em 60 min. 
a) 
 
b)  
 
 
O mesmo comportamento observado com o corantes Azul 
Turqueza foi observado com o corante Preto Remazol, os maiores 
resultados de velocidade inicial e de remoção de cor ficaram próximos a 
maior concentração de enzima e ao menor pH. 
 
5.3.2 Estudo da Influência da Concentração de Enzima – Corante 
Preto Remazol 
 
A influência da concentração de enzima foi avaliada em cinco 
níveis, mantendo os outros fatores que afetam o processo constantes (pH 
4, temperatura de 25 °C e concentração de peróxido de hidrogênio de 2 
x 10
-4
 mM), os resultados estão na Figura 45. 
De forma semelhante ao ocorrido com o corante Azul Turqueza, 
foi fixado o pH em 4 para este experimento, devido a este valor de pH 
ter apresentado melhores resultados de remoção de cor do corante Preto 
Remazol. A temperatura não se mostrou um fator de grande influência 
no planejamento inicial, desta forma, utilizou-se a temperatura de 25 °C. 
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Figura 45. Gráfico de remoção de cor do corante Preto Remazol por tempo para 
diferentes concentrações de enzima utilizadas. 
 
 
 A menor quantidade de enzima utilizada produziu os menores 
índices de remoção de cor, em todos os tempos analisados. As 
concentrações iguais ou acima de 31,56 U/mL produziram remoções de 
cor significativamente iguais a partir de 60 min, enquanto a 
concentração de 21,04 U/mL igualou este grupo somente após 100 min. 
 Para os estudos posteriores utilizaram-se as concentrações de 
enzima de 21,04, 31,56 e 42,08 U/mL. A concentração de enzima 10,52 
U/mL não foi utilizada por apresentar cinética de descoloração muito 
lenta e a concentração de enzima de 52,60 U/mL por apresentar cinética 
semelhante à concentração 42,08 U/mL. 
 
5.3.3 Estudo da Influência da Concentração de Peróxido de 
Hidrogênio – Corante Preto Remazol 
 
 Nas Figuras 46, 47 e 48 estão apresentados os resultados do 
estudo da influência da concentração de peróxido de hidrogênio nas 
reações de remoção da cor do corante Preto Remazol, com diferentes 
concentrações de enzima. 
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Figura 46. Gráfico de remoção de cor do corante Preto Remazol por tempo para 
concentração de enzima de 21,04 U/mL. 
 
 
 
Figura 47. Gráfico de remoção de cor do corante Preto Remazol por tempo para 
concentração de enzima de 31,56 U/mL. 
 
 
 
 
 
 
 
[ ] Enzima: 
31,56 U/mL [ ] Enzima: 
31,56 U/mL 
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Figura 48. Gráfico remoção de cor do corante Preto Remazol por tempo para 
concentração de enzima de 42,08 U/mL 
 
 
 Em todas as concentrações de enzima estudadas as 
concentrações de peróxido de hidrogênio de 1,25 x 10
-5
 mM e 2,5 x 10
-5
 
mM não foram suficientes para obter altas remoções de cor. Para as 
concentrações de enzima entre 21,04 e 42,08 U/mL, a utilização de 
concentrações de peróxido de hidrogênio entre 5 x 10
-5
 mM e 4 x 10
-4
 
mM não alteraram a cinética de remoção de cor. 
 Com a utilização de 21,04 U/mL obteve-se remoções de cor 
entre 64 e 68%, já com a utilização de 31,56 U/mL as remoções de cor 
alcançadas foram de 70 a 74%. A utilização de 42,08 U/mL não 
apresentou remoções de cor significativamente superior as obtidas com 
31,56 U/mL de enzima, para este corante nos tempos estudados. 
 As condições escolhidas para a realização dos próximos ensaios 
foram concentração de enzima 31,56 U/mL e concentração de peróxido 
de hidrogênio de 5 x 10
-5
 mM. 
Da mesma forma com o ocorrido com o corante Azul Turqueza, 
no presente estudo não foi verificado o efeito inibidor de altas 
concentrações do peróxido de hidrogênio, mas foi possível chegar aos 
valores limites em que aumentos na concentração deste reagente não 
resultam em melhores resultados.  
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5.3.4 Estudo da Influência do pH e da Temperatura – Corante Preto 
Remazol 
 
Nas Figuras, 49, 50 e 51 estão apresentados os resultados dos 
estudos da influência do pH a da temperatura nas reações de remoção de 
cor do corante Preto Remazol. Na Figura 52 estão apresentados os 
resultados de remoção de cor em 60 min. 
 
Figura 49. Influência do pH na remoção de cor do corante Preto Remazol em 
pH à temperatura de 20 °C. 
 
 
Figura 50. Influência do pH na remoção de cor do corante Preto Remazol em pH à 
temperatura de 30 °C. 
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Figura 51. Influência do Ph na remoção de cor do corante Preto Remazol em pH 
à temperatura de 40 °C. 
 
 
 
Figura 52. Influência da temperatura e pH na remoção de cor do corante Preto 
Remazol no tempo de 60 min. 
 
 
 A cinética de remoção de cor do corante Preto Remazol, assim 
como dos corantes Azul Brilhante e Azul Turqueza, é fortemente 
influenciada pelo pH do meio. Para o fator temperatura, não é possível 
estabelecer um padrão de influência, já que ela apresentou influência no 
rendimento das reações em apenas alguns pHs.  
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A alteração na temperatura, 20, 30 e 40 °C, não alterou a 
cinética de remoção de cor do corante Preto Remazol para os pHs 3, 7 e 
8. Entretanto, para os pHs 4, 5 e 6 a temperatura de 40 °C favoreceu as 
reações de remoção de cor. 
 A melhor condição de reação encontrada para o corante preto 
foi pH 4 e temperatura de 40 °C que proporcionou uma remoção de cor 
de cerca de 86% a partir de 30 min de reação. Portanto, estas condições 
foram utilizadas nos ensaios posteriores. 
No trabalho de Forgiarin (2006), que avaliou o potencial da 
enzima HRP na descoloração do corante Preto Remazol (100 mg/L), 
este corante não apresentou descoloração superior a 10%. Cristóvão 
(2010) obteve remoção de cor de 75% para este corante ao utilizar a 
enzima lacase. 
 
5.3.5 Estudo sobre a Influência da Relação Concentração de 
Peróxido de Hidrogênio:Concentração de Corante – Corante Preto 
Remazol 
 
Para a concentração de corante 25 mg/L as reações com 
concentração de peróxido de hidrogênio de 2,5 x 10
-5
 e 5 x 10
-5
 mM 
apresentaram cinéticas de remoções de cor semelhantes, conforme o 
apresentado nas Figura 53, entretanto, para as soluções de 100 mg/L as 
diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio apresentaram 
diferentes cinéticas, como mostrado na Figua 54. 
 
Figura 53. Gráfico de remoção de cor em função do tempo para soluções de 25 
mg/L do corante Preto Remazol variando a concentração de peróxido de 
hidrogênio. 
 
[ ] Corante: 
25 mg/L 
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Figura 54. Gráfico de remoção de cor em função do tempo para soluções de 100 
mg/L do corante Preto Remazol variando a concentração de peróxido de 
hidrogênio. 
 
 
 
 Com as soluções de concentração de corante de 100 mg/L para 
se obter um bom rendimento da reação foi necessário utilizar 1 x 10
-4
 
mM de peróxido de hidrogênio, ao se utilizar a mesma quantidade de 
peróxido de hidrogênio dos estudos com soluções de corante de 50 mg/L 
houve inibição do progresso da reação a partir de 20 min, conforme 
apresentado na Figura 54. Foi observado comportamento semelhante ao 
do corante Azul Brilhante. Ou seja, a concentração de peróxido de 
hidrogênio requerida para ter um alto rendimento de reação de 
descoloração do corante Azul Brilhante é dependente da concentração 
de corante utilizada. Os resultados indicam que para obter altos 
rendimentos de cor é necessário uma relação peróxido de hidrogênio 
(mM)/Concentração de corante (g) igual a 0,001 mM/g de corante Preto 
Remazol. 
 
5.3.6 Estudo sobre a Influência da Concentração de Corante – 
Corante Preto 
 
Os resultados do estudo da influência da concentração do 
corante Preto Remazol na eficiência da remoção de cor são apresentados 
na Figura 55. 
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Figura 55. Gráfico de remoção de corante (em porcentagem e em mg/L) em 
função da concentração do corante Preto Remazol para o tempo de 60 min. 
 
 
 Para as concentrações de corante de 12,5 a 100 mg/L, 
obtiveram-se rendimentos de remoção de cor na faixa de 78 a 86%. Ao 
se aumentar a concentração do corante para 200 mg/L houve diminuição 
no rendimento da reação, sendo que a remoção de cor alcançada ficou 
em torno de 64%. Entretanto, a 200 mg/L de corante, a quantidade de 
corante removida foi significativamente mais alta do que nos demais 
tratamentos. 
A relação entre a concentração de corante e a quantidade de 
corante removido (mg/L), nas condições usadas no estudo, pode ser 
representada por uma função linear, com equação: y= 0,645x + 3,6664 
(Equação 16) e R
2
 = 0,9992 (gráfico apresentado no Apêndice A). Os 
demais corantes estudados, Azul Turqueza e Azul Brilhante, também 
apresentaram este comportamento. 
 
5.4 Estudos de Remoção de Cor do Corante Vermelho CQ4BL 
 
5.4.1 Estudo dos Fatores de Maior Influência na Remoção do 
Corante – Corante Vermelho CQ4BL 
 
Na Tabela 15, são mostrados todos os ensaios conforme a 
matriz do planejamento fatorial e os respectivos valores de velocidade 
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inicial (em 10 min) e porcentagem de remoção de cor para o corante 
Vermelho CQ4BL. 
 
Tabela 15. Resultados de velocidade inicial e remoção de cor do corante 
Vermelho CQ4BL em função das condições de reação. 
Experimento [E] [H202] pH T 
Velocidade 
inicial (min
-1
) 
Remoção de cor 
(%) 
1 -1 -1 -1 -1 0,0000 0,12 
2 1 -1 -1 -1 0,0108 16,18 
3 -1 1 -1 -1 0,0015 3,57 
4 1 1 -1 -1 0,0097 13,99 
5 -1 -1 1 -1 0,0010 2,91 
6 1 -1 1 -1 0,0053 10,01 
7 -1 1 1 -1 0,0008 2,14 
8 1 1 1 -1 0,0014 4,36 
9 -1 -1 -1 1 0,0002 0,85 
10 1 -1 -1 1 0,0138 19,11 
11 -1 1 -1 1 0,0013 1,93 
12 1 1 -1 1 0,0101 18,62 
13 -1 -1 1 1 0,0004 2,54 
14 1 -1 1 1 0,0046 7,38 
15 -1 1 1 1 0,0008 0,48 
16 1 1 1 1 0,0042 9,07 
17 0 0 0 0 0,0020 6,36 
18 0 0 0 0 0,0012 2,54 
19 0 0 0 0 0,0008 3,82 
 
O corante Vermelho CQ4BL foi o que apresentou as menores 
remoções de cor no planejamento inicial, sendo possível obter no 
máximo 19,11% de remoção. Os Gráficos de Pareto, nas Figuras 56 e 
57, mostram os efeitos das variáveis experimentais para as respostas: 
velocidade inicial e remoção de cor (%), respectivamente. 
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Figura 56. Gráfico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2
4
 com três 
repetições no ponto central para o corante Vermelho CQ4BL utilizando como 
resposta a velocidade inicial. 
 
 
Figura 57. Gráfico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2
4
 com três 
repetições no ponto central para o corante vermelho CQ4BL utilizando como 
resposta a remoção de cor (%). 
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Para ambas as variáveis respostas analisadas, velocidade inicial 
e remoção de cor em 60 min, as variáveis significativas foram 
concentração de enzima, com efeito positivo, o pH, com efeito negativo 
e a interação concentração de enzima e pH. Resultados semelhantes aos 
obtidos com o corante Preto Remazol. A concentração de enzima (com 
efeito positivo) foi a única variável que apareceu como significativa no 
planejamento experimental inicial de todos os corantes estudados 
(exceto do corante Vermelho Remazol). 
Semelhante ao ocorrido com os corantes Azul Turqueza e Preto 
Remazol, os maiores valores de velocidade inicial e de remoção de cor 
foram obtidos quando se utilizaram altas concentração de enzima em 
baixo pH, como pode ser observado no diagrama do planejamento 
fatorial da Figura 58.  
 
Figura 58. Diagrama do planejamento fatorial 2
4
 do corante Vermelho CQ4BL 
para as variáveis resposta a) Velocidade inicial e b) Remoção de cor em 60 min. 
a) 
 
b) 
 
 
 
5.4.2 Estudo da Influência da Concentração de Enzima – Corante 
Vermelho CQ4BL 
 
A influência da concentração de enzima foi avaliada em cinco 
níveis, mantendo os demais fatores que afetam o processo constantes 
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(pH 4, temperatura de 25 °C e concentração de peróxido de hidrogênio 
de 2 x 10
-4
 mM), os resultados estão apresentados na Figura 59. 
De forma semelhante ao ocorrido com o corante Azul Turqueza 
e Preto Remazol, foi fixado o pH em 4 para este experimento devido a 
este valor de pH ter apresentado melhores resultados de remoção de cor 
no planejamento inicial.  A temperatura não se mostrou um fator de 
grande influência no planejamento inicial, desta forma, optou-se por 
utilizar a temperatura de 25 °C. 
 
Figura 59. Gráfico de remoção de cor do corante Vermelho CQBL por tempo 
para diferentes concentrações de enzima utilizadas. 
 
 
As soluções com concentrações de enzima de 10,52 U/mL 
apresentaram as menores remoções de cor, enquanto que, as soluções 
com 21,04 U/mL, a 52,6 U/mL de enzima produziram remoções de cor 
iguais, significativamente, em todos os tempos analisados.  
Para o estudo posterior foram utilizadas as concentrações de 
enzima de 21,04, 31,56 e 42,08 U/mL. As soluções com concentrações 
de enzima de 10, 52 U/mL não foram utilizadas por apresentarem baixas 
remoções de cor e as soluções com concentrações de enzima de 52,6 
U/mL por apresentarem cinética de reação semelhantes as soluções com 
concentrações de 42,08 U/mL. 
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5.4.3 Estudo da Influência da Concentração de Peróxido de 
Hidrogênio – Corante Vermelho CQ4BL 
 
 Nas Figuras 60, 61 e 62 estão apresentados os resultados do 
estudo da influência da concentração de peróxido de hidrogênio nas 
reações de descoloração do corante Vermelho CQ4BL. 
 
Figura 60. Gráfico de remoção de cor do corante Vermelho CQ4BL por tempo 
para concentração de enzima de 21,04 U/mL. 
 
 
 
Figura 61. Gráfico de remoção de cor do corante Vermelho CQ4BL por tempo 
para concentração de enzima de 31,56 U/mL. 
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Figura 62. Gráfico de remoção de cor do corante Vermelho CQ4BL por tempo 
para concentração de enzima de 42,08 U/mL. 
 
 
 
 Para o corante Vermelho CQ4BL, com os experimentos 
realizados, não foi possível identificar a menor concentração de 
peróxido de hidrogênio eficaz para as reações de remoção de cor pela 
enzima HRP. Para fins de padronização, foram escolhidas como 
melhores condições: concentração de enzima de 21,04 U/mL, e 
concentração de peróxido de hidrogênio de 5 x 10
-5
 mM, nestas 
condições foram alcançadas remoções de cor de cerca de 19% (± 2,85). 
As diferentes concentrações de enzima testada produziram respostas de 
remoção de cor semelhantes. 
 
5.4.4 Estudo da Influência do pH e da Temperatura – Corante 
Vermelho CQ4BL 
 
Assim como ocorrido com os demais corantes estudados, o pH 
foi um fator determinante nas reações de remoção de cor do corante 
Vermelho CQ4BL. 
Nas Figuras, 63, 64, 65 e 66 estão apresentados os resultados 
dos estudos da influência do pH a da temperatura nas reações de 
remoção de cor do corante Vermelho CQ4BL. 
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Figura 63. Influência do pH na remoção de cor do corante Vermelho CQ4BL à 
temperatura de 20 °C. 
 
 
 
Figura 64. Influência do pH na remoção de cor do corante Vermelho CQ4BL à 
temperatura de 30 °C. 
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Figura 65. Influência do pH na remoção de cor do Corante Vermelho CQ4BL à 
temperatura de 40 °C. 
 
 
Nos pHs estudados, exceto em pH 3, o aumento de temperatura 
de 20 para 30 °C não promoveu alterações significativas na remoção de 
cor em 60 min. Apenas nos pHs 4, 6 e 8 o aumento de temperatura de 30 
para 40 °C promoveu alteração no rendimento das reações, sendo que 
nestes casos, esse aumento de temperatura diminuiu a remoção de cor. 
 
Figura 66. Influência da temperatura e pH na remoção de cor do Corante 
Vermelho CQ4BL no tempo de 60 min. 
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 As melhores remoções de cor em 60 min foram obtidas com o 
pH 3, a 30 e a 40 °C e em pH 4 a 20 e 30 °C. Estas condições 
apresentaram cinéticas de remoção de cor semelhantes. Para os estudos 
posteriores foram fixadas as condições: pH 4, por ser mais próximo a 
neutralidade, e temperatura de 30 °C, para fins de padronização. Nestas 
condições foram alcançadas remoções de cor de 18,85% (± 0,91). 
No trabalho de Farias (2013), que avaliou o potencial da enzima 
HRP em remover corantes reativos não fixados às fibras de algodão e 
corantes remanescentes do efluente do processo de lavagem, as soluções 
de corante Vermelho CQ4BL apresentaram 7,0% de remoção de cor. 
 
5.4.5 Estudo sobre a Influência da Relação Concentração de 
Peróxido de Hidrogênio:Concentração de Corante – Corante 
Vermelho CQ4BL  
 
Nas Figuras 67 e 68 estão apresentados os resultados de 
remoção de cor em função do tempo para soluções de 25 mg/L e 100 
mg/L do Corante Vermelho CQ4BL. 
 
Figura 67. Gráfico de remoção de cor em função do tempo para soluções de 25 
mg/L do corante Vermelho CQ4BL variando a concentração de peróxido de 
hidrogênio. 
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Figura 68. Gráfico de remoção de cor em função do tempo para soluções de 100 
mg/L do corante Vermelho CQ4BL variando a concentração de peróxido de 
hidrogênio. 
 
 
 
 Neste estudo, não foram encontradas diferenças significativas 
nas remoções de cor obtidas para soluções de diferentes concentrações 
do corante Vermelho CQ4BL utilizando diferentes concentrações de 
peróxido de hidrogênio. Entretanto, este fato pode ter ocorrido por não 
se ter encontrado a concentração limite de peróxido de hidrogênio no 
estudo da influência da quantidade de peróxido de hidrogênio sob as 
reações de descoloração do corante Vermelho CQ4BL. 
 Para o corante Azul Brilhante e para o corante Preto Remazol, a 
concentração de peróxido de hidrogênio a ser utilizada para alcançar 
melhores remoções de cor mostrou-se ser diretamente proporcional a 
concentração dos corantes. Para os corantes Vermelho CQ4BL e Azul 
Turqueza concentrações proporcionais de peróxido de 
hidrogênio:concentração de corante não provocaram mudanças 
significativas nas remoções de cor. No estudo posterior, da mesma 
forma como foram conduzidos os estudos com o corante Azul Turqueza, 
optou-se por utilizar concentrações proporcionais de peróxido de 
hidrogênio em relação a concentrações de corante, mesmo não havendo 
evidências da necessidade, apenas para assegurar que a concentração de 
peróxido de hidrogênio não seja o limitante da reação. 
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5.4.6 Estudo sobre a Influência da Concentração de Corante – 
Corante Vermelho CQ4BL 
 
Os resultados do estudo da influência da concentração do 
corante Vermelho CQ4BL na eficiência da remoção de cor são 
apresentados na Figura 69. 
 
Figura 69. Gráfico de remoção de corante (em porcentagem e em mg/L) em 
função da concentração do corante Vermelho CQ4BL para o tempo de 60 min. 
 
 
 
 Os melhores rendimentos, em termos de remoção de cor 
percentual foram obtidos com as concentrações de corante de 12,5 mg/L 
e 25 mg/L, com remoções de cor entre 21 e 22%. Ao se utilizar uma alta 
concentração de corante, 200 mg/L, a reação de descoloração do corante 
Vermelho CQ4BL foi inibida, possivelmente pelo excesso de substrato, 
que causou a inativação da enzima, fato não observado com os demais 
corantes estudados. 
A relação entre a concentração de corante e a quantidade de 
corante removido (mg/L), para concentrações de corante entre 12,5 e 
100 mg/L, pode ser representada por uma relação linear, com equação: 
y= 0,173x + 1,373 (Equação 18) e R
2
 = 0,9769 (gráfico apresentado no 
Anexo C).  Para o corante Vermelho CQ4BL, a relação linear só pode 
ser observada até a concentração de 100 mg/L, enquanto que, para os 
demais corantes estudados, esta relação foi observada até a concentração 
de 200 mg/L. 
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5.5 Estudos de Remoção de Cor do Corante Vermelho Brilhante 
 
5.5.1 Estudo dos Fatores de Maior Influência na Remoção do 
Corante – Vermelho Brilhante 
  
Os processos enzimáticos são muito promissores para a 
descoloração de corantes. Entretanto, devido à elevada variedade 
estrutural, apenas alguns são degradados por enzimas (SUDHA et al., 
2014). 
O corante Vermelho Brilhante não apresentou nenhuma 
descoloração pela enzima HRP no planejamento experimental inicial 
deste estudo e, portanto, não foi utilizado para os demais testes. 
Claus et al., (2002) em seus estudos sobre descoloração de 
corantes sintéticos por enzimas, atribuíram a resistência à descoloração 
de alguns corantes às suas estruturas moleculares e não a algumas 
condições da reação, como por exemplo, a concentração da enzima, já 
que essa determina a velocidade da reação, mas não o nível de 
descoramento do corante. 
A relação entre a biodegradabilidade e a estrutura molecular dos 
corantes depende do tipo, da quantidade, da posição dos grupos 
substituintes no anel aromático e do peso molecular dos corantes 
(SILVA et al., 2012).  De acordo com SHAFFIQU (2002) a 
descoloração dos corantes azo depende do seu potencial de oxidação e, 
no caso de corantes azo sulfonados, a posição e número do grupo SO3H 
também podem afetar a velocidade de degradação da molécula do 
corante.  
A compreensão de como a estrutura química influencia a 
suscetibilidade à degradação de compostos artificiais pode ajudar a 
desenvolver uma nova geração de corantes facilmente degradáveis 
(CHACKO; SUBRAMANIAM, 2011). 
Uma alternativa para descoloração de soluções contendo este 
corante seria a utilização de outra classe de enzimas. No estudo de 
Cristóvão (2010) a enzima lacase reduziu em 58% a cor de soluções 
deste corante. 
 
5.6 Estudo Cinético da Degradação Enzimática dos Corantes  
 
 Os dados das cinéticas de descoloração dos corantes estudados 
nas melhores condições, que estão apresentadas na Tabela 15, foram 
testadas em modelos de primeira, segunda, pseudo-primeira e pseudo-
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segunda ordem. Na Tabela 16 estão as constantes cinéticas e os 
coeficientes de determinação. 
 
Tabela 16. Melhores condições das reações de descoloração de soluções dos 
corantes têxteis a 50 mg/L e rendimentos máximos obtidos. 
 Azul 
Brilhante 
Azul 
Turqueza 
Preto 
Remazol 
Vermelho 
CQ4BL 
Concentração de 
Enzima (U/mL) 
     10,5      5,25   31,56 21,04 
Concentração de 
H2O2 (mM) 
1 x 10
-4
 2,5 x 10
-5
 5 x 10
-5
 5 x 10
-5
 
pH     6    4 4    4 
Temperatura °C)       30      30 40      30 
Rendimento 
máximo 
   96%     90% 87%     20% 
 
Tabela 17. Constantes cinéticas das reações de remoção de cor. 
Corante  Modelo 
  Primeira 
Ordem 
Segunda 
Ordem 
Pseudo 
Primeira 
Ordem 
Pseudo 
Segunda 
Ordem 
Azul 
Turqueza 
k1 0,0235 0,0017 0,0377 0,1275 
 R2 0,7262 0,9035 0,971 0,9913 
Azul 
Brilhante 
k1 0,0483 0,0088 0,0461 0,4955 
 R2 0,7982 0,9615 0,9747 0,9785 
Preto 
Remazol 
k1 0,0158 0,0027 0,0371 0,06111 
 R2 0,8444 0,9054 0,9283 0,9877 
Vermelho 
CQ4BL 
k1 0,0013 5E-0,5 0,0301 0,0245 
 R2 0,8607 0,8728 0,9581 0,9997 
Corante  Modelo 
 
Na Figura 70 são apresentadas as representações gráficas 
obtidas pelo melhor ajuste no estudo da cinética de descoloração dos 
corantes têxteis. Os demais gráficos estão apresentados no Apêndice B. 
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Para todos os corantes estudados, o modelo que melhor 
representou os dados foi o modelo de cinética de pseudo-segunda 
ordem. Os coeficientes de determinação ficaram entre 0,978 e 0,999. 
 
Figura 70. Representação gráfica do estudo da cinética de descoloração dos 
corantes têxteis segundo o modelo de pseudo-segunda ordem a) Corante Azul 
Brilhante, b) Corante Azul Turqueza, c) Corante Preto Remazol d) Corante 
Vermelho CQ4BL. 
a) 
 
b)  
 
c)  
 
d)  
 
Manske (2010) estudou a cinética de degradação do corante 
azul brilhante G utilizando a enzima peroxidase. O comportamento 
cinético para o processo biocatalítico seguiu a equação de primeira 
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ordem, com coeficiente de determinação - R
2
 ≥0,98. O trabalho de 
Corrêa et al. (2009) investigou a influência do uso do extrato de 
levedura e fontes de mediadores redox (riboflavina e nicotinamida) na 
remoção de cor de soluções do corante azo Drimaren Azul HF-RL. A 
maior parte dos dados experimentais tiveram melhor ajuste ao modelo 
de cinética de segunda ordem. Segundo os autores estes resultados 
indicam que a velocidade de remoção de cor depende não só da 
concentração residual do corante, mas também de algum outro fator. 
 
5.7 Espectros das Soluções Antes e Após o Tratamento Ótimo 
 
Nas Figuras 71, 73, 75 e 76 são apresentados os espectros de 
absorção das soluções dos corantes: Azul Brilhante, Azul Turqueza, 
Preto Remazol e Vermelho CQ4BL antes e após o tratamento 
enzimático (na concentração de 50 mg/L). 
 
Figura 71. Espectro da solução de corante Azul Brilhante antes e após o 
tratamento enzimático. 
 
 
 O corante Azul Brilhante apresenta como pico de absorção o 
comprimento de onda de 593 nm. Após o tratamento enzimático, que 
removeu cerca de 96% da cor deste corante, houve a redução dos picos 
de absorção e a formação de um novo pico, entre 400 e 480 nm, 
indicando a formação compostos de oxidação que absorvem nesta região 
do espectro. 
Perlatti et al. (2012) identificaram os produtos de degradação do 
corante Azul Brilhante pelo Aspergillus flavus. Foram identificados 
quatro produtos de degradação com massa molecular de 318, 336, 165 e 
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188 Da, respectivamente. De acordo com estes autores, a oxidação da 
segunda porção carbonila no anel antraquinona gera dois produtos: o 
ácido o-ftálico e 2-amino-Ácido sulfónico-1-fenol-4, a que foram 
atribuídas as massas moleculares de 165 Da e 188 Da, respectivamente 
(Figura 72). 
 
Figura 72. Proposta de mecanismo de transformação biocatalítica do corante 
Azul Brilhante por A. flavus (Perlatti et al., 2012). 
 
 
Figura 73. Espectro da solução de corante Azul Turqueza antes e após o 
tratamento enzimático. 
 
 
O espectro da solução do corante Azul Turquesa antes do 
tratamento é caracterizado na região do visível pela presença de dois 
picos, um a 661 nm e outro a 625 nm, que conferem à solução a 
coloração azul. Após o tratamento enzimático, em que foi removido 
cerca de 88% da cor deste corante, houve a redução dos picos de 
absorção, sendo a remoção mais evidente no pico a 661 nm. 
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Silva et al. (2012) em seus estudos sugeriram como principais 
produtos formados da degradação do corante Azul Turqueza pela 
enzima HRP as estruturas dos metabolitos I e II (Figura 74). O 
mecanismo sugerido envolve a clivagem das ligações azoto no interior 
do anel da molécula de ftalocianina e libertação de Cu
2+
. 
 
Figura 74. Metabólitos sugeridos por Silva et al. (2012) para degradação do 
corante Azul Turqueza pela HRP. 
 
 
Figura 75. Espectro da solução de corante Preto Remazol antes e após o 
tratamento enzimático. 
 
O espectro da solução de corante Preto Remazol antes do 
tratamento é caracterizado na região do visível pela presença de um pico 
em 597 nm. Após o tratamento enzimático houve redução do pico de 
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absorção e a formação de dois picos menores entre 520 e 570 nm, além 
de um pico próximo a 400 nm. Estes resultados indicam a formação de 
compostos oxidação que absorvem nesta região do espectro. 
 
Figura 76. Espectro da solução de Corante Vermelho CQ4BL antes e após o 
tratamento enzimático. 
 
 
O espectro da solução de corante Vermelho CQ4BL antes do 
tratamento é caracterizado na região do visível pela presença de dois 
picos em 541 e 536 nm. Após o tratamento enzimático houve redução 
dos picos de absorção sem a formação de novos picos.  
Uma vez que a degradação enzimática de corantes envolve a 
ligação de corantes e enzimas, não é surpreendente que as estruturas 
químicas dos corantes afetam fortemente suas eficiências de 
descoramento. No entanto, é difícil sugerir um mecanismo molecular 
real, porque a estrutura do corante e a eficiência dos mediadores redox 
contribuem em grande parte na catálise mediada por peroxidases. A 
eficiência de remoção de cor de corantes é fortemente dependente do 
efeito estérico de substituintes químicos em corantes (RAUF e 
ASHRAF, 2012). 
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5.8 Testes de toxicidade 
 
O efluente proveniente das diversas atividades exercidas pelo 
homem tem um grande potencial de contaminação, e nem sempre as 
técnicas de tratamento empregadas asseguram que o efluente seja 
desprovido de toxicidade (SILVA, 2002).  
Os testes físico-químicos isoladamente são incapazes de prever 
em sua totalidade o risco apresentado por uma substância ou efluente. 
De modo que os testes toxicológicos possuem uma posição de extrema 
importância na caracterização destes. A seguir serão apresentados e 
discutidos os resultados dos testes toxicológicos com os organismos: 
Daphnia magna e Vibrio fischeri e os testes comportamentais utilizando 
a alga Euglena gracilis. Os testes toxicológicos foram realizados com os 
quatros corantes têxteis, Azul Brilhante, Azul Turqueza, Preto Remazol 
e Vermelho CQ4BL antes e após o tratamento enzimático. O corante 
Vermelho Remazol não foi utilizado por não ter conseguido alcançar 
nenhuma remoção de cor nos estudos. 
 
5.8.1 Teste Agudo Utilizando o Organismo Daphnia magna 
 
Neste estudo, a toxicidade aguda dos corantes, antes do 
tratamento e após o melhor tratamento eleito, foi avaliada utilizando-se 
o teste com Daphnia magna. Na Tabela 18 estão apresentados os 
valores dos fatores de toxicidade para os corantes antes e após o 
tratamento. 
 
Tabela 18. Fator de toxicidade dos corantes têxteis (nas concentrações de 100 
mg/L) antes e após tratamento frente ao bioindicador Daphnia magna. 
 Inicial (FTd) Tratado (FTd) 
Azul Turqueza Não tóxico 4 
Azul Brilhante 2 16 
Preto Remazol Não tóxico 4 
Vermelho CQ4BL Não tóxico 2 
FTd = Fator de Toxicidade para Daphnia magna. 
 
 O fator de toxicidade (FT) é representado pela menor diluição 
da amostra em que não se observa efeito significativo de inibição da 
capacidade natatória do organismo indicador superior a 10% dos 
organismos expostos, após 48 horas de exposição. Outra forma de 
expressar resultados deste teste toxicológico é através da CE50 (valor de 
dose mínimo necessário para causar a imobilidade de 50% dos 
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organismos). A CL50 e a CE50 são parâmetros que indicam a toxicidade 
da substância ou amostra testada; quanto menor a CL50 ou CE50, maior a 
toxicidade da substância ou amostra (MAGALHÃES e PEREIRÃO 
FILHO, 2008). 
Os resultados expresos em CE50 estão disponíveis na Tabela 19 
e na Figura 77.  
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Figura 77. CE50 dos corantes têxteis antes e após tratamento frente ao 
bioindicador Daphnia magna. 
sem tratamento com tratamento
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Os corantes: Azul Turqueza, Preto Remazol e Vermelho 
CQ4BL não apresentaram toxicidade na concentração de 100 mg/L para 
o organismo D. magna no teste agudo, conforme resultados 
apresentados na Tabela 16. 
A toxicidade de todos os corantes estudados aumentou 
significativamente após o tratamento enzimático. Sendo que para a D. 
magna a amostra que apresentou maior toxicidade foi a solução do 
corante Azul Brilhante após o tratamento enzimático. 
O rendimento da reação parece estar relacionado ao aumento da 
toxicidade dos corantes após o tratamento enzimático. O corante 
Vermelho CQRL, o qual apresentou a menor taxa de descoloração 
(cerca de 19%) foi o apresentou a menor toxicidade após o tratamento 
(FT = 2 e CL50 – 91,37mg/L), já o corante Azul Brilhante, que teve uma 
descoloração acima de 95%, passou de um FT = 2 antes do tratamento 
para 16 após o tratamento. Os corantes Azul Turqueza e Preto Remazol, 
nos quais a remoção de cor foi de cerca de 90 e de 75%, 
respectivamente, e que possuíam CL50 de 548 e 202 mg/L antes do 
tratamento obtivem CL50 após o tratamento de 50 e 56 mg/L. 
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A toxicidade, em especial aguda, apresentada pelo corante Azul 
Brilhante pode ser justificada, conforme descrito por Jonsson e Baun 
(2003), pela presença do produto de degradação (Figura 72)  ácido o-
ftálico, que apresenta toxicidade aguda para as D. magna, com CL50 de 
103 mg.L
-1
. Para o outro produto de degradação gerado, 2-amino1-
fenol-4-sulfónico, ainda não se tem descrito na literatura nenhum dado 
referente a sua toxicidade. Da mesma forma, os estudos referentes à 
toxicidade crônica deste corante e de seus produtos de degradação 
também não foram encontrados. 
Silva et al. (2013) avaliaram a descoloração do corante têxtil 
Azul Brilhante por peroxidase de soja e a toxicidade dos produtos 
formados após tratamento enzimático utilizando Artemia salina e 
sementes de alface (Lactuca sativa). Neste estudo obteve-se a remoção 
máxima 86% após 13 min de reação e, os produtos obtidos após a 
descoloração enzimática apresentaram toxicidade mais elevada do que o 
corante inicial. Champagne e Ramsay (2010) observaram o aumento da 
toxicidade sobre Vibrio fischeri após descoloração enzimática do 
corante Azul Brilhante por lacase de Trametes versicolor. 
Silva et al. (2012) avaliaram o processo de descoloração do 
corante têxtil Reactive Blue 21 (Azul Turqueza) pela enzima peroxidase 
de nabo, e estudaram a toxicidade do corante antes e após o tratamento 
enzimático. Os testes de toxicidade com sementes de alface mostraram 
um aumento da toxicidade após o tratamento enzimática do corante. 
Estes autores concluiram que o aumento da toxicidade após o tratamento 
enzimático pode ser atribuído à presença de Cu
2+
 em solução (conforme 
o esquema proposto por estes autores para degradação do corante, 
apresentado na Figura 74), embora esses íons não sejam os únicos 
responsáveis pelo aumento da toxicidade das soluções. 
De acordo com a PORTARIA Nº 017/02 – FATMA DE 
18/04/2002 que estabelece os Limites Máximos de Toxidade Aguda 
para efluentes de diferentes origens e fornece outras providências, o 
fator de diluição para o organismo Daphnia magna aceitável para 
efluentes provenientes de indústrias têxteis é de 2. Segundo esta norma, 
todas as soluções de corante antes do tratamento e, apenas a solução 
tratada do corante Vermelho CQ4BL, estão em conformidade. 
 
5.8.2 Teste Agudo Utilizando o Organismo Vibrio fischeri 
  
O Vibrio fischeri é uma bactéria luminescente que vem sendo 
muito utilizada em testes toxicológicos, principalmente devido à 
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facilidade e à rapidez da análise. Neste teste a diminuição da 
luminescência emitida pela bactéria é considerada um efeito tóxico. 
Na Tabela 20 são apresentados os resultados referentes ao 
ensaio de toxicidade aguda utilizando bactérias bioluminescentes. 
 
Tabela 20. Fator de toxicidade dos corantes têxteis (na concentração: 100 mg/L) 
antes e após tratamento frente ao bioindicador Vibrio fischeri. 
 Inicial (FT) Tratado (FT) 
Azul Turqueza 2 16 
Azul Brilhante 2 16 
Preto Remazol 2 32 
Vermelho CQ4BL 2 16 
FTB = Fator de Toxicidade para Vibrio fischeri: menor diluição da amostra em 
que não se observa efeito significativo de inibição de luminescência do 
organismo indicador. 
 
Todos os corantes estudados apresentaram um FT igual a 2 
antes do tratamento enzimático no teste de toxicidade aguda com o 
Vibrio fischeri. Após o tratamento enzimático o FT subiu para 16 ou 32, 
dependendo do corante. De acordo com a Portaria Nº 017/02 – FATMA 
DE 18/04/2002 que estabelece que o FT máximo para o teste de 
toxidade aguda de efluentes têxteis com o organismo V. fischeri é 2, 
somente as soluções de corante antes do tratamento estão dentro dos 
limites estabelecidos de toxicidade para este organismo. 
Para o organismo V. fischeri a amostra que apresentou maior 
toxicidade, de forma diferente ao encontrado para a D. magna, foi a 
solução do corante Preto Remazol após o tratamento enzimático.  
Os resultados dos FTs agudos para Daphnia magna e Vibrio 
fischeri foram iguais somente para as amostras de corante Azul 
Brilhante, para os demais corantes estudados os FTs para o V. fischeri 
foram maiores. 
Os resultados encontrados após a aplicação dos testes de 
toxicidade aguda com a D. magna e o V. fischeri no presente estudo, 
assim como os resultados obtidos por Flohr et al. (2012), mostraram que 
o Vibrio fischeri é mais sensível do que a Daphnia magna em testes de 
toxicidade aguda. 
Os diferentes organismos testes utilizados nos testes de 
toxicidade podem apresentar diferentes sensibilidades às substâncias. A 
variabilidade das respostas obtidas com os diferentes organismos-teste 
ressalta a importância da utilização de organismo de diferentes níveis 
tróficos na avaliação da toxicidade ambiental de substâncias e efluentes. 
151
5.8.3 Teste de Eficiência Fotossintética no PAM Utilizando o 
Organismo Euglena gracilis 
 
As medições da fluorescência da clorofila usando PAM 
tornaram-se um método comum para o estudo dos efeitos de fatores 
ambientais sobre a fotossíntese das plantas, bem como de macro e 
microalgas (NIELSEN e NIELSEN, 2008). 
 Os resultados de rendimento fotossintético obtidos através do 
teste de desempenho fotossintético com o PAM para os tempos de 2 e 7 
dias estão dispostos nas Figuras 78 e 79. 
 
Figura 78. Efeitos dos corantes têxteis antes e após tratamento enzimático sobre 
o rendimento fotossintético da alga E. gracilis em 2 dias. 
 
 
Dia 2 
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Figura 79. Efeitos dos corantes têxteis antes e após tratamento enzimático sobre 
o rendimento fotossintético da alga E. gracilis em 7 dias. 
 
 
 Além da interferência estética, quando não tratados 
adequadamente, e lançados em águas naturais, os efluentes provenientes 
da indústria de corantes ou de processos envolvendo tingimento de 
fibras têxteis podem interferir na absorção da luz pelos vegetais e 
animais do ambiente aquático, provocando modificações nas atividades 
fotossintetizantes da biota aquática (ZANONI, 2001). 
As amostras de corante têxteis estudadas, antes e após o 
tratamento enzimático, não produziram inibição do rendimento 
fotossintético nos tempos estudados, de 2 e 7 dias. Desta forma, pode-se 
afirmar que, apesar de coloridas, as soluções não prejudicaram o 
processo de fotossíntese das algas. 
As Figuras 80 e 81 apresentam os resultados da taxa de 
transferência de elétrons (ETR) obtidos através do teste de desempenho 
fotossintético com o PAM para os tempos de 2 e 7 dias. 
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Figura 80. Efeitos dos corantes têxteis antes e após tratamento enzimático sobre 
a taxa de transporte de elétrons (ETR) da alga E. gracilis em 2 
dias.
 
 
Figura 81. Efeitos dos corantes têxteis antes e após tratamento enzimático sobre 
a taxa de transporte de elétrons (ETR) da alga E. gracilis em 7 dias. 
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 De forma semelhante ao ocorrido com o rendimento 
fotossintético, as amostras de corantes estudadas, antes e após o 
tratamento enzimático, não produziram inibição da ETR.  
A estimativa de transporte de elétrons no PSII é um indicador 
útil de qualquer dano ao aparato fotossintético, uma vez que, qualquer 
inibição em PSII, vai resultar no bloqueio do transporte de elétrons no 
PSII (AHMED e HÄDER, 2010). 
 A análise do rendimento fotossintético e da ETR mostraram 
que, para todos os corantes testados, antes e após o tratamento, não 
houve efeito negativo sobre o sistema fotossintetizante, na maioria dos 
casos houve estímulo deste sistema. Azizullah et al. (2011) também 
observaram este fenômeno em um estudo sobre o desempenho 
fotossintético utilizando o equipamento PAM com sete diferentes águas 
residuais, uma delas provenientes de uma indústria têxtil. 
 Este efeito positivo sobre a fotossíntese pode ser explicado por 
um ou pela combinação dos seguintes fatores: (1) Os nutrientes 
presentes nas amostras estavam disponíveis para satisfazer o requisito 
nutricional da E. gracilis, em comparação com o controle (diluído com 
água destilada); (2) O efeito positivo foi devido a um possível efeito 
estimulador de doses baixas de toxinas (DANILOV e EKELUND, 
2001a; JENNINGS, 1979; STEBBING, 1982; VOCKE et al., 1980 
appud AZIZULAH, RICHTER e HADER, 2011). AZIZULLAH et al. 
(2011) ressaltam ainda que a função de proteção de águas residuais 
contra a radiação forte também pode ser uma possível razão para a 
maior eficiência fotossintética em altas intensidades de luz. 
 
5.8.4 Teste de Toxicidade Crônica Utilizando o Organismo Daphnia 
magna 
 
Os testes de toxicidade crônica permitem avaliar os possíveis 
efeitos tóxicos de substâncias químicas sob condições de exposições 
prolongadas a concentrações sub-letais, ou seja, concentrações que 
permitem a sobrevivência dos organismos, mas que afetam suas funções 
biológicas, tais como reprodução (COSTA et al., 2008). 
Para a execução dos testes crônicos decidiu-se trabalhar com as 
diluições de 1, 5 e 10% das soluções de corante a 100 mg/L obtendo as 
concentrações de 1, 5 e 10 mg/L. Estas concentrações são subletais ao 
organismo teste e permitem fácil acompanhamento dos testes, soluções 
mais concentradas tornam-se mais escuras e dificultam a visualização 
dos filhotes produzidos.  
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 De acordo com os estudos de Terra e Feiden (2003), Terra et al. 
(2003) e Terra et al. (2004), para assegurar a validade do teste é 
necessário que o controle apresente pelo menos 80% de sobrevivência 
das daphnias adultas. 
Para análise da longevidade foram consideradas com efeito 
significativamente letal as amostras que resultaram na morte de mais de 
20% dos organismos. Para até 20% de mortalidade foi considerado que 
as mortes pudessem ter ocorrido em decorrência da manipulação dos 
organismos, e não necessariamente pela toxicidade das amostras. 
A longevidade do grupo controle foi de 100% para os 21 dias de 
teste, e a longevidade de todos os grupos estudados, exceto do vermelho 
tratado a 10 mg/L, foram iguais ou superiores a 80%, conforme os dados 
apresentados na Figura 82. Desta forma, é possível afirmar que a 
solução de corante Vermelho CQ4BL a 10 mg/L após o tratamento 
apresentou toxicidade, neste momento do experimento, verificada pela 
mortalidade superior a 20% dos organismos. 
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Figura 82: Número de Daphnia magna adultas sobreviventes expostas as 
amostras no período de 21 dias. 
 
 
 Nas Figuras 83, 84, 85, 86 e 87 são apresentados os resultados 
de fecundidade obtidos no teste de toxicidade crônica utilizando o 
organismo Daphnia magna para os quatro corantes estudados antes e 
após o tratamento enzimático. 
157
Nos testes de toxicidade crônica pode-se determinar a 
Concentração de Efeito Não Observado (CENO) e a Concentração de 
Efeito Observado (CEO). A CENO, portanto, é a concentração 
considerada segura do agente tóxico ou efluente tóxico a ser lançado 
num corpo d’agua (MAGALHÃES e PEREIRÃO FILHO, 2008). 
Os testes com o corante Azul Brilhante, Figura 83, indicaram 
que apenas a amostra de corante a 10 mg/L inibiu a fecundidade dos 
organismos testados. Sendo que, com o tratamento enzimático esta 
inibição não foi observada. 
 
Figura 83. Número médio de filhotes produzidos por Daphnia magna quando 
expostas as amostras do corante Azul Brilhante antes e após tratamento 
enzimático no período de 21 dias. *Significativamente diferente do grupo 
controle (Tukey, p<0,05). 
 
 
 Para as amostras do corante Azul Turqueza, conforme 
apresentado na Figura 84, apenas as Daphnias que estavam nas amostras 
de corante Azul Turqueza a 1 e 5 mg/L tiveram média de filhotes 
significativamente iguais ao do grupo controle. Desta forma, todas as 
amostras testadas do corante Azul Turqueza após o tratamento, e 
também a amostra deste corante sem tratamento a 10 mg/L, alteraram a 
fecundidade dos organismos testados. A alteração observada ao final de 
21 dias de teste foi a diminuição na fecundidade. 
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Figura 84. Número médio de filhotes produzidos por Daphnia magna quando 
expostas as amostras do corante Azul Turqueza antes e após tratamento 
enzimático no período de 21 dias. *Significativamente diferente do grupo 
controle (Tukey, p<0,05). 
 
 
De acordo com a Figura 85, para o corante Preto Remazol, as 
amostras de corante Preto Remazol a 10 mg/L e as amostras de corante 
Preto Remazol após o tratamento, nas concentrações de 5 e 10 mg/L 
aumentaram a fecundidade da D. magna. No grupo controle a média de 
filhotes em 21 dias foi de 17,4 (3,3) filhotes por Daphnia mãe, no grupo 
corante Preto a 10 mg/L a média de filhotes gerados foi de 25,7 (3,4) e 
nas amostras com o corante Preto após o tratamento a 5 e 10 mg/L 
foram de 50,5 (9,4) e 49,4 (10,3), respectivamente. 
 
* 
* 
* 
* 
* 
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Figura 85. Número médio de filhotes produzidos por Daphnia magna quando 
expostas as amostras do corante Preto Remazol antes e após tratamento 
enzimático no período de 21 dias. *Significativamente diferente do grupo 
controle (Tukey, p<0,05). 
 
  
 
O corante Vermelho CQ4BL, até a concentração de 10 mg/L, 
conforme apresentado na Figura 3, não alterou a fecundidade do 
organismo teste no período de tempo testado. Já, o corante Vermelho 
CQ4BL após o tratamento enzimático, nas concentrações de 5 e 10 
mg/L aumentaram significativamente a fecundidade da Daphnia magna. 
Enquanto a média de filhotes em 21 dias do grupo controle foi de 17,4 
(3,3) filhotes por Daphnia mãe, a média de filhotes gerados nas amostras 
com o corante Vermelho após o tratamento a 5 e 10 mg/L foram de 38,8 
(10,8) e 45,4 (6,9), respectivamente. De acordo com Flohr et al. (2012) 
aumentos de reprodução podem ser explicados com uma tentativa 
forçada de conservação das espécies. 
 
* * * * 
* 
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Figura 86. Número médio de filhotes produzidos por Daphnia magna quando 
expostas as amostras do corante Vermelho CQ4BL antes e após tratamento 
enzimático no período de 21 dias. *Significativamente diferente do grupo 
controle (Tukey, p<0,05). 
 
  
 
Dos quatro corantes estudado, nenhuma solução dos corantes 
antes do tratamento a 1 e 5 mg/L apresentaram toxicidade crônica e, a 
10 mg/L, o único corante que não apresentou toxicidade crônica foi o 
corante Vermelho CQ4BL. A toxicicidade crônica frente ao organismo 
D. magna aumentou após o tratamento enzimático dos corantes, exceto 
para as soluções do corante Azul Brilhante. 
Após o tratamento enzimático a única solução que não 
apresentou toxicidade crônica foi a do corante Azul Brilhante. Resultado 
contrário ao obtido no teste agudo utilizando o mesmo organismo. No 
teste agudo o FT das soluções do corante Azul Brilhante após o 
tratamento enzimático aumentou 8 vezes, e foi esta a solução que 
apresentou maior toxicidade aguda nos testes com a D. magna. 
A solução que apresentou maior toxicidade crônica foi a 
solução do corante têxtil Azul Turqueza após o tratamento, que mesmo 
na concentração de 1 mg/L apresentou toxicidade crônica. 
No teste de toxicidade crônica utilizando Daphnias, a toxicidade 
pode ser observada pela diminuição da fecundidade, como o ocorrido 
com os corantes Azul Brilhante e Azul Turqueza, ou pelo aumento da 
* * * 
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fecundidade, como o ocorrido com o corante Preto Remazol e o corante 
Vermelho CQ4BL. 
Ao comparar os testes de toxicidade aguda e crônica, é possível 
confirmar a grande importância dos testes crônicos com a Daphnia 
magna. No presente estudo, algumas soluções que não apresentaram 
efeitos agudos significativos na concentração de 100 mg/L, como as 
soluções dos corantes Azul Turqueza e Preto Remazol, apresentaram 
efeitos crônicos em concentrações de 1 mg/L. Resultados semelhantes 
foram encontrados por Flohr et al. (2012), em que seis das dez amostras 
analisadas não mostraram efeitos agudos significativos, mas 
apresentaram efeitos crônicos em pelo menos uma das variáveis 
observadas (reprodução, crescimento, e longevidade). 
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6. CONCLUSÃO 
 
A enzima Hoseradish peroxidase mostrou-se eficiente na 
remoção de cor de importantes corantes têxteis, sendo que a remoção de 
cor e a velocidade de descoloração foram diferentes para cada um dos 
corantes estudados, pois, a degradação dos corantes dependente de suas 
estruturas moleculares. 
A enzima peroxidase removeu de forma eficiente a cor dos 
corantes têxteis Azul Brilhante e Azul Turqueza, com remoções de cor 
de, respectivamente, cerca de 95% e 90%. O corante Preto Remazol teve 
aproximadamente 87% de remoção de cor, enquanto que o corante 
Vermelho CQ4BL apresentou apenas, cerca de, 20% de remoção.  
O corante Vermelho Brilhante não foi suscetível à descoloração 
enzimática pela enzima peroxidase. Nenhuma das reações utilizando 
este corante apresentou qualquer remoção de cor. 
As melhores condições: concentração de enzima, concentração 
de peróxido de hidrogênio, pH e temperatura encontradas nas reações de 
descoloração dos corantes têxteis variaram de acordo com o corante, 
exceto para o corante Azul Brilhante, que apresentou melhor rendimento 
das reações em pH 6, os demais corantes apresentaram como pH ótimo 
4. 
As reações de remoção de cor que utilizam como catalisador a 
enzima peroxidase só acontecem na presença de peróxido de hidrogênio. 
Para o corante Azul Brilhante e Preto Remazol, a concentração de 
peróxido de hidrogênio requerida para altos rendimentos das reações é 
proporcional à concentração de corante. 
O rendimento das reações de descoloração e a quantidade de 
corante removido mostrou-se ser dependente da concentração de corante 
presente na solução. A relação entre a concentração de corante e a 
quantidade de corante removido (mg/L) para os corantes Azul Brilhante, 
Azul Turqueza e Preto Remazol, entre 12,5 e 200 mg/L, pode ser 
representada por uma função linear, onde a concentração de corante 
removido é diretamente proporcional a concentração de corante na 
amostra. Para o corante Vermelho CQ4BL esta relação foi observada 
somente até a concentração de 100 mg/L. 
A toxicidade dos corantes têxteis Azul Brilhante, Azul 
Turqueza, Preto Remazol e Vermelho CQ4BL, frente ao organismo 
indicador Daphnia magna, aumentou após o tratamento enzimático. 
Sendo que os corantes que tiveram uma maior descoloração 
apresentaram maior toxicidade.  
 Todas as soluções de corantes têxteis tiveram sua toxicidade, 
frente ao organismo teste Vibrio fischeri, aumentada após o tratamento 
enzimático. Entretanto, o perfil de toxicidade das soluções de corante 
antes e após o tratamento enzimático frente a este organismo foi 
diferente do apresentado pela Daphnia magna. A solução de corante 
Azul Brilhante após o tratamento enzimático foi a que apresentou maior 
toxicidade frente ao organismo D. magna (FT 16). Frente ao organismo 
V. fischeri, a solução que apresentou maior toxicidade foi a do corante 
Preto Remazol, também após o tratamento enzimático (FT 32). 
 O organismo V. fischeri mostrou-se, de maneira geral, ser mais 
sensível aos efeitos tóxicos causados pelos corantes têxteis antes e após 
o tratamento enzimático do que o organismo teste D. magna. Sendo que, 
mesmo os corantes na concentração de 100 mg/L apresentaram 
toxicidade. Apenas as soluções do corante Azul Brilhante, antes e após o 
tratamento, apresentaram o mesmo FT para ambos os organismos teste.  
 No teste comportamental com a alga Euglena gracilis, foi 
possível observar que as soluções de corantes antes e após o tratamento 
não inibiram o processo fotossintético, avaliada pelo rendimento da 
fotossíntese, e não causaram danos ao aparato fotossintético, avaliado 
pela ETR.  
Nos testes crônicos utilizando o organismo Daphnia magna, a 
longevidade de  todos os grupos estudados, exceto do Vermelho CQ4BL 
tratado a 10 mg/L, foram iguais ou superiores a 80%. Dentre as 
concentrações estudadas neste teste, a única que apresentou efeito letal, 
portanto, foi a solução de corante Vermelho CQ4BL a 10 mg/L após o 
tratamento enzimático. Os testes realizados com os corantes Azul 
Turqueza, Azul Brilhante, Preto Remazol e Vermelho CQ4BL antes do 
tratamento a 1 e 5 mg/L não influenciaram na fecundidade da D. magna. 
Sendo que, o corante Vermelho CQ4BL foi o único corante que não 
alterou a fecundidade do organismo teste no período de tempo testado, 
mesmo na concentração de 10 mg/L. Após o tratamento, todas as 
amostras do corante Azul Turqueza, diminuíram a fecundidade do 
organismo teste. Para os corantes Preto Remazol e Vermelho CQ4BL, 
as amostras de corante após o tratamento, nas concentrações de 5 e 10 
mg/L aumentaram significativamente a fecundidade da D. magna. Nos 
testes realizados com o corante Azul Brilhante após o tratamento 
enzimático a fecundidade não foi alterada.  
Considerando o potencial de aplicação de enzimas na remoção 
da cor e os estudos de toxicidade que indicaram, em sua maioria, que os 
metabólitos formados após as reações enzimáticas, com a enzima 
peroxidase, são mais tóxicos do que a molécula inicial do corante, a 
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combinação com outro tipo de tratamento, físico-químico ou biológico, 
pode ser útil para reduzir a toxicidade. Desta forma, sugere-se estudar o 
tratamento enzimático associado a outros tipos de tratamento e, estudar 
os efeitos crônicos das soluções de corantes têxteis antes e após o 
tratamento enzimático com outras gerações do organismo teste Daphnia 
magna.  
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ANEXO A - Ficha técnica da enzima Horseradish peroxidase 
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APÊNDICE A 
 
Abaixo são apresentados os gráficos de remoção de corante em 
função da concentração dos corantes: Azul Brilhante, Azul Turqueza, 
Preto Remazol e Vermelho CQ4BL que demonstram a existência de 
uma relação linear entre a concentração de corante e sua remoção.  
 
Figura 1a. Gráfico de remoção de corante em função da concentração do 
corante Azul Brilhante. 
 
 
Figura 2a. Gráfico de remoção de corante em função da concentração do 
corante Azul Turqueza Remazol. 
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Figura 3a. Gráfico de remoção de corante em função da concentração do 
corante Preto Remazol. 
 
 
Figura 4a. Gráfico de remoção de corante em função da concentração do 
corante Vermelho CQ4BL. 
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APÊNDICE B 
 
Abaixo são apresentados todos os modelos cinéticos testados 
paras os corantes: Azul Brilhante, Azul Turqueza, Preto Remazol e 
Vermelho CQ4BL. 
 
Figura 1b. Representação gráfica do estudo da cinética de descoloração do 
corante Azul brilhante segundo cinética de a) Primeira ordem, b) Segunda 
ordem, c) Pesudo primeira ordem e d) Pseudo segunda ordem. 
a) 
 
b) 
 
c) 
 
d) 
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Figura 2b. Representação gráfica do estudo da cinética de descoloração do 
corante AzulTturqueza segundo cinética de a) Primeira ordem, b) Segunda 
ordem, c) Pesudo primeira ordem e d) Pseudo segunda ordem. 
a)  
 
b)  
 
c)  
 
d) 
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Figura 3b. Representação gráfica do estudo da cinética de descoloração do 
corante Preto Remazol segundo cinética de a) Primeira ordem, b) Segunda 
ordem, c) Pesudo primeira ordem e d) Pseudo segunda ordem. 
a) 
 
b) 
 
c) 
 
d)  
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Figura 4b. Representação gráfica do estudo da cinética de descoloração do 
corante Vermelho CQ4BL segundo cinética de a) Primeira ordem, b) Segunda 
ordem, c) Pseudo primeira ordem a) 
a) 
 
b) 
 
c)  
 
d)  
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